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ANNALES 

| DE 
L'INSTITUT PASTEUR 
_ CULTURE DU FLAGELLE OPALINIDE CEPEDEA DIMIDIATA 


par André LWOFF et ‘Suzanne VALENTINI. 
4 


i? (Unstitut Pasteur. Service de Physiologie microbienne.) 
‘i InrTRopUCTION ET HIsToORIQUE. 
Il est intéressant, pour plusieurs raisons, de posséder des cul- 


tures bactériologiquement pures d’Opalinides : 1° étre 4 méme de 
_ définir les besoins alimentaires de ces Flagellés parasites haute- 
ment évolués ; 2° analyser les relations entre Ja nutrition et |’inhi- 
_ bition des scissions cytoplasmiques, c’est-a-dire le déterminisme 
_ de Vhypertrophie ; 3° aborder le probléme du déterminisme de 
- Yenkystement et de la sexualité. 
— On sait depuis Piitter (1905) qu’Opalina ranarum peut vivre 
- trois a sept jours in vitro dans des solutions salines, et que |’addi- 
- tion de blanc d’ceuf bouilli permet une survie de treize a vingt 
jours. Konsuloff, en changeant fréquemment le milieu pour éviter 
la pullulation bactérienne, a conservé Opalina ranarum en vie 
pendant deux mois et a observé des divisions. I] considére la 
~ culture de Cepedea dimidiata comme trés difficile. Kedrowsky 
(1931) a également maintenu Opalina ranarum dans des solutions 
salines diverses et a étudié la formation des réserves lipidiques. 
_ L’ensemble de ces résultats montre que les opalines peuvent vivre 
-un certain temps en dehors de leur habitat naturel, qui est, comme 
chacun sait, l’ampoule rectale des Batraciens. 

La. culture des opalines ne semblait donc pas _ irréalisable. 
~ Maleré V’opinion de Konsuloff, pour lequel une élimination des 
bactéries est impossible 4 concevoir (« undenkbar »), nous nous 
sommes attachés a obtenir la, culture bactériologiquement pure 
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des opalines, et nous avons effectivement réussi A isoler deux 


clones de |’Opalinide Cepedea dimidiata Stein, parasite de Rana 


esculenta L. : 


Nous tenons a préciser que nous considérons les opalines 


comme des Flagellés, en‘raison : 1° de leur condition homocaryote, | 
exceptionnelle chez les Ciliés ; 2° de la cinélique de leur clivage. 
Chatton et Brachon (1936) ont, en effet, montré que le plan de 
clivage passe entre les cinéties secondaires, lesquelles sont formées 
aux dépens d’une cinélie primaire génératrice antérieure. Ce mode 
de division n’existe chez aucun Cilié. 


TECHNIQUES. 
a) Mivieux. 
Les milieux ou solutions suivants ont été utilisés : 
1° Milieu G: 


COUNT Rs Gre le ance Riot ek ono oe Son ene, 6S es a Co ene ine 4g. 
SOM ee He Olean emrcarans We ie a toe ea plot 0 0,04 g. 
0h 4: Pere Pes Cn ev tbe ete tra) .oy A) O10 ig. 
Gommerarabique: purificer. «300 ei emet mens are Shaan. lye, 
Bawlbidistilléass sce ic) ca since ae ees eae are ee SaeAaye 
EKO GUO MEA sar oe po A a Sod! e Quantité suffisante. 7,4 


2° Milieu F: ; 

Des foies de grenouilles sont portés a ]’ébullition dans le milieu G, 
broyés et mis en suspension dans ce méme milieu. Aprés répartition 
en tubes de verre pyrex de 9 4 10 mm. de diamétre intérieur, la sus- 
pension est autoclavée... Les substances non solubles se déposent au 
fond du tube, ot elles doivent occuper environ le quart ou le cin- 
quiéme de la hauteur du liquide. 

3° HLatrait de levure : 

500 g. de levure de boulangerie sont introduits progressivement dans 
500 cm*® d’eau distillée & 70°. On ajoute, au départ, de l’acide chlor- 
hydrique, de facon que le pH alteigne 3,5 et se maintienne & ce chiffre. 
Aprés vingt minutes, on refroidit, neutralise et filtre sur Biichner. 
La stérilisation est assurée par filtration sur bougie Chamberland L 3. 

4° Solution de vilamine C: 


a@) ““Protéose peptone: Difco aa .). mai eon eee 4g. 
Bal bidistillée:. *.5.0 Sesrews eat lay nud es ene ee 100 em’ 
(Stérilisation 20 minutes a 115°), 


A 20 cm* de solution a, on ajoute 40 mg. d’acide l-ascorbique. On 
améne & pH 7 avec de la soude et on stérilise par filtration sur bougie 
Chamberland. ’ 


5° Solution de cystéine : 


Chlorhydrate de cyst6imelii. . .ee a eee eee 0,1 g. 
Péptone?. er Sows sues) aks bo SAN Uo eR ek nee ee 1g. 
CD Ree ee meee ak PT er Ra ee 10 cm* 
NaOH pour pHew .°. Sowa hee we eect sey enc ea 7,0 


Cette solution est répartie en ampoules qui sont scellfes sous vide 
et stérilisées vingt minutes A 115°. 


. 
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6° Macération de viande peptonée : 
Mucération. de yiande desbout cack 4 ee ek ls al 
LEG OOM BCTNGIESS, ASo ae eR aad ae eee 5g. 
NOH ED OUT cm mre na ts slashes a. olsen uch bes ces. thee 


7° Blane d’cuf: 


Un blanc d’ceuf coagulé est broyé finement, mis en suspension dans 
le milieu G et autoclavé. Le précipité de blanc d’ceuf doit occuper le tiers 
environ du volume de la suspension. 

8° Ampoule rectale de grenouille : 


Contenuxdampoulemectaley {0 Gl a\c 8) acer wan 1 partie. 
MilQuin Goan tur w et etn TSN. ws os eet, 4 parties. 
(Stérilisation 20 minutes a 115°). 
Oos Melveu G- 


INERTORUEE UDR) ce tasl We A race Sek fap saint oc 43 Sloat ons 3 ems 

PXCrgit dese vuneano 3) news nly =, 4 aR «eS II gouttes 
Macération de viande peptonée (n° 6)........ XV gouttes. 
WWitaranrin Oa nd (NORE) wewase- terete ne ubeneeye eae wl 2. Seren NG X gouttes. 


Remarque : La vitamine C peut étre remplacée par X gouttes de la 
solution de cystéine 41 p. 100, dont l’usage n’est cependant pas recom- 
mandé, en raison de l’oxydation rapide de la cystéine en cystine dans 
les milieux neutres. 


b) LavaGE DES FLAGELLES. 

_ Nous avons utilisé la technique employée par André Lwoff 
en 1923 pour obtenir Ja culture pure du cilié Glaucoma piriformis, 

et qui a servi depuis pour l’isolement de nombreux flagellés : 

Astasia, Chilomonas, Polytoma, Polytomella, etc. 


Des lames de verre neutre sont stérilisées en boite de Petri, conte- 
nant un fragment de papier-filtre. Afin d’empécher l’étalement des 
gouttes, il est recommandé de graisser trés légtrement la lame avant la 
stérilisation. Le plus simple est de passer sur chaque lame un doigt 
préalablement frotté sur le cuir chevelu. On mouille le papier, et on 
dépose sur chaque lame une goutte de la solution G. Les flagellés sont 
prélevés avec une pipette capillaire en verre neutre dont le diamétre 
est Iégérement supérieur 4 celui des flagellés 4 pipeter. Pour cette 
opération, on repéere un flagellé sous le binoculaire et on améne rapi- 
dement la pipette 4 son voisinage immédiat. Le flagellé est aspiré par 
capillarité avec un minimum de liquide. Les Cepedea sont ainsi trans- 
portées de goutte en goutte, la durée du séjour dans chaque goutle 
variant de une a cing minutes. Aprés 10 bains, le flagellé est trans- 
porté dans un tube de milieu nutritif. Sur 207 tubes ensemencés dans 
ces conditions, 8 seulement ont montré un développement bactérien, 
Il est donc possible de débarrasser sans difficulté les Cepedea des bac- 
téries qui les accompagnent. 


RESULTATS DES ESSAIS. 


Culture pure. — Nous avions posé en principe que la multipli- 
cation in vitro était réalisable. I] s’agissait de présenter aux fla- 
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gellés des milieux présumés favorables. Nous les avons donc ense- 
mencés;aprés les avoir lavés, dans une série de milieux diffé- 
rents, dont nous jugeons inutile de donner ici la constitution. 
Les tubes étaient placés dans une étuve a 20°. Les premiers résul- 
tats furent décevants. Nous prélevions dans chacun des tubes, a 
quatre reprises, de dix a trente jours apres l’ensemencement, 
quelques gouttes du milieu préalablement agité. Le prélevement, 
déposé sur une lame, était examiné au microscope. Sur 71 tubes 
ensemencés, un seul montra une culture de Cepedea vingt-six 
jours aprés l’ensemencement. C’était un tube de milieu F 
(v. page 2) additionné de II gouttes d’extrait de levure et de 
VIII gouttes d’ « ampoule rectale ». Les flagellés étaient relati- 
verment nombreux, 60 environ par cm‘, en excellent état, tres 
mobiles et renfermaient des goultelettes de graisse. 

A partir .de ce tube, nous avons ensemencé des milicux d 
méme constitution et des milieux divers, chacun avec VI gouttes 
de la premiére culture de la souche. Aucun des tubes ensemencés 
ne montra, par la suile, de développement. 

Dans une deuxiéme série d’essais, nous obtenions 21 cultures 
sur 136 tubes ensemencés chacun avec un flagellé. Tous les 
résulalts positifs ont été obtenus dans des milieux du type F. 
Dans un seul cas, un développement a été observé dans un milieu 
du type F ow le foie avait été remplacé par de l’intestin broyé 
de grenouille, et additionné d’I goutte d’extrait de levure, de 
X gouttes d’ampoule rectale et de XX gouttes de « vilamine C ». 

Toutes les autres cultures ont été obtenues dans le milieu F 
(3 cm* de milieu dans un tube en verre pyrex de 10 mm. de dia- 
métre), tel quel ou additionné de diverses substances: 

Ex. 1.: extrait de levure (n° 8). 
C. : solution de vitamine C (n° 4). 


a.r. : ampoule rectale de grenouille (n° 8). 
b. 0. : blanc d’ceuf (n° 7). 


On trouvera ci-dessous la liste des substances ajoutées a 8 cm3 
de milieu F. Les chiffres romains indiquent le nombre de gouttes 
de chaque extrait ajoulé; les chiffres arabes, le nombre des 
cultures obtenues : ‘ 


Sans addition!) a5.0 ) atic ere nc eee 2 
Ex. 1... Depa. tte 3 Veoh fo. aaah en en core 1 
+ Exedy GX ye or 2 OE mee ceca na ae 2 
“Px LT iC. Voge ae ne ounce. eee 4 
Exe Cell see 20 At arte eee ne 2 
+x, bal eC Ta ara Kk Vien. cee cn es ee 8 
>> Ex. J) I CX + a. ree cee 4 
+ Ex. Ls ID Os 42 bon Xa, ls eee A 
+ Ex, | +0: TGs Dingess, Sis ee eee eee ee re 4 
+ Ex. | + GIT +b oF TaitVin” hae ite eee 4 
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résultats. Par exemple, dans une série, sur 10 tubes du méme 
milieu ensemencés avec des flagellés provenant d’une méme gre- 
nouille, un seul donne une culture. Ces résultats irréguliers pou- 


_ vaient tenir a ce que les flagellés ensemencés n’ étaient pas équi- 


_ valents. On s’apercoit, en effet, au cours des lavages, que certaines 

Cepedea ralentissent assez rapidement leurs mouvements, alors 
que d’autres restent trés mobiles. Ces différences individuelles 
peuvent tenir a ]’état de nutrition de Vanimal ou a d’autres rai- 
sons indéterminées. 

Mais il existait certainement un autre facteur d’irrégularité. 
_ Ce facteur devait tenir au milieu lui-méme. En effet, a partir des 
' tubes positifs, nous avons effectué de nombreux ensemencements. 
_ I est arrivé que, par exemple, sur 6 tubes, en apparence iden- 
_ tiques, ensemencés a partir de la méme souche, un seul ait montré 
une culture. Il est arrivé aussi que nombre de repiquages n’aient 
_ donné aucun résultat. En fait, nous avons perdu successivement 
_ 19 de nos 21 souches aux premier, deuxiéme ou troisiéme repi- 
- quages. La culture des Cepedea paraissait fortement compromise. 
_ Cependant, nous sommes lentement parvenus a définir un certain 
- nombre de facteurs favorables 4 la culture et & sauver deux clones. 
; 1° Il y a intérét a ajouter au milieu de la macération de viande 
__ peptonée (n° 6) a raison de XV gouttes par tube. 

- 2° La eystéine 4 1 p. 100 (n°? 5) ajoutée A raison de V ou X 
- gouttes par tube est trés favorable. La concentration finale du 
' milieu en cystéine est de 1 pour 1.000 a 1 pour 2.000 environ. 

f 8° Il en est de méme de l’acide l-ascorbique (n° 4) a raison de 
_ X gouttes d’une solution 4 1 pour 500 par tube (concentration 
finale, 1 pour 5.000 environ), 

Notons que Piitter a placé ses Opalina ranarum en anaérobiose 
_ stricte. Konsuloff se contentait de faire bouillir ses milieux avant 

_Vemploi, et avait constaté effet défavorable d’une oxygénation 
préalable. I] utilisait des tubes de 8 mm. de diamétre, 4 extrémité 
_ inférieure étirée en pointe et fermée par un bouchon de liége ou 
de caoutchouc. 
 Lreffet trés favorable des substances réductrices comme |’acide 
_ L-ascorbique ou la cystéine conduit donc 4 se demander si J’irré- 
 gularité des résultats ne tenait pas 4 des différences du potentiel 
_ d’oxydo-réduction du milieu. Quoi qu’il en soit, nous avons cons- 
_ titué un milieu de culture « C » (n° 9) dans lequel il a été possible 

d’entretenir des cultures de Cepedea; 15 repiquages en série 
~ ont été obtenus. Le nombre maximum de flagellés dans ces cultures 
est voisin de 120 par cm’. 

Culture pure mixte. — Les examens directs, aussi bien que les 
- épreuves bactériologiques s’étaient révélés négatifs jusqu’au mois 
de février 1946. A ce moment, toutes nos cultures se montrérent 
_ infectées par une bactérie dont voici les principaux caractéres : 
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bactérie non sporogéne ; immobile, en forme de coccus ou de 
diplococcus. se décolorant par la méthode de Gram; sa culture 
est facile en bouillon peptoné et sur gélose ordinaire, ou elle donne 
des colonies blanches. Ne se développe pas dans les milieux syn- 
thétiques usuels a base de sulfate d’ammonium comme aliment 
azoté, et de glucose ou d’acide acétique comme aliment carboné. 
Croissance rapide a 20 et a 82° C. Les cultures ne se développent 
pas a 37°. 

La question se posait, tout naturellement, de Vorigine de cette 
bactérie. S’agissait-il d’une contamination banale? Les figures 
données par certains auteurs montrent, dans le cyloplasme des 
Cepedea, des éléments en forme de diplobacilles qui pourraient 
fort bien é@tre des bactéries symbiotiques. Il est done possible 
que les bactéries que nous avons cultivées représentent cette 
bactérie symbiotique hypothétique qui, pour une raison ou pour 
une autre, aurait acquis brusquement le pouvoir de se développer 
en dehors du cyloplasme du flagellé. Le probléme n’a pas été 
résolu, et mérite d’étre repris. 

A partir du moment ot la bactérie fut repérée dans les cultures, 
tous les milieux se montrérent favorables au développement du 
flagellé, méme ceux qui, jusque-la, n’avaient donné que des résul- 
tats négatifs, tels que les milieux 4 l’ceuf, par exemple. L’addition 
de vilamine C se révélait inutile. Enfin, les Cepedea se multi- 
pliaient trés rapidement, et les cultures mixtes étaient beaucoup 
plus riches que les cultures pures : nous avons pu compter jus- 
qu’a 500 flagellés par cm*. Les cultures se maintiennent en vie 
pendant un mois environ & 20°. Elles se développent a 28 et 4 32°, 
mais la longévilé des cultures est moins grande 4 ces températures. 
Il n’y a pas de culture a 37°. Par’ contre, le développement est 
possible a 8°. 

Enfin, des kystes sont apparus dans les cultures mixtes, entre 
le 9 avril et le 15 mai. Ce sont des kystes sphériques aux parois 
bien visibles 4 I’état frais, renfermant souvent deux gros globules 
lipidiques. Leur taille varie de 50 4 105 yp, la taille moyenne étant 
de 75 ». Leur nombre varie de 5 4 50 par cm*. On les voit se 
former de 2 4 23 jours aprés l’ensemencement. Ces kystes ont 
été observés dans les milieux au foie et, exceptionnellement, dans 
des milieux sans foie, comme le milieu a V’intestin de lapin ou 
la macération de viande peptonée additionnée d’un tampon phos- 
phaté. Mais il s’agissait, dans ces cas, du premier passage dans 
ces milieux a partir d'un milieu au foie, c’est-da-dire avec apport 
important du milieu d’origine. L’enkystement est-il déterminé par 


des facteurs banaux du milieu? Ou bien est-il en relation avec | 


une propriété particuliére du foie des grenouilles de printemps, 
liée peut-étre & la sexualité et a la présence d’hormones ou de 
modifications biochimiques en relation avec la maturation des 
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produits sexuels ? I] aurait fallu, pour répondre a ces questions, 
pouvoir suivre les cultures pendant une année au moins, ce que 
nous n’avons pu faire. Quoique nos résultats soient trés fragmen- 
taires nous avons cru bon, cependant, de poser ce probleme. 

Les problémes de la nutrition des Cepedea, de l’existence pos- 
sible d’une bactérie symbiotique, du déterminisme de l’enkyste- 
ment, sont donc a reprendre. L’on peut espérer, puisque la culture 
pure ou pure mixte de ces flagellés est possible, que ces questions 
peuvent étre abordées avec quelque chance de succés. 


RESUME. 


1° Il est possible, par lavages répétés dans des solutions salines 
additionnées de gomme arabique, de débarrasser le Flagellé Opa- 
linide Cepedea dimidiata Stein des bactéries qui ]’accompagnent 
dans |’ampoule rectale de la grenouille Rana esculenta L. 

2° A partir d’un seul flagellé, des cultures bactériologiquement 
pures ont été obtenues. 

3° Le milieu qui a donné jusqu’ici les meilleurs résultats est un 
milieu salin additionné de gomme arabique, de foie de grenouille, 
d’extrait de levure, de macération de viande peptonée et de vita- 
mine C ou de cystéine. 

4° Dans ce milieu, les cultures des Cepedea peuvent étre entre- 
tenues a 20° C par repiquages en série tous les six jours. Le 
nombre de flagellés atteint 120 par centimétre cube. 

5° Des bactéries non sporogénes, immobiles, Gram-négalives, 
sont apparues dans les cultures et ont favorisé considérablement 
le développement des flagellés. L’origine de ces bactéries a été 
discutée. 

6° Aux mois d’avril et de mai, des kystes sont apparus en grand 
nombre dans les milieux renfermant du foie de grenouille. 
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i peli ETUDE DE QUELQUES ANTIBIOTIQUE 

rs . PRODUITS PAR LES MYXOMYCETES 

= par M. LOCQUIN et A. R. PREVOT. 

ag 

a ~ (Laboratoire de Cryptogamie 
7 du Museum national d’Histoire Naturelle 
a et Institut Pasteur, Paris.) 
ns Une premiére série de Myxomycétes a été examinée avec, pour 

— objet de recherches, action antibiolique d’extraits de sporanges 


« accompagnent dans la nature. 


fr, EXTRACTION DES PRINCIPES ANTIBIOTIQUES 
4” CONTENUS DANS LES SPORANGES. 


toutes les espeees étudiées : 


= vingt-quatre heures par macération ; 


2° Aprés filtration, épuisement par l’éthanol bouillant de la 


a masse résiduelle pendant quatre heures. 


Ces deux extraits ont été testés séparément suivant la méthode 
au vert Janus mise au point par l’un de nous. D’une maniére 
générale, comme nous n’avons pas trouvé de différence quali- 

tative sensible entre l’extrait a froid et l’extrait A chaud, ces deux 
extraits ont été réunis el soumis A des traitements divers pour 
chaque espéce dans le but d’en fractionner puis d’en purifier les 
constituants éventuels. Au cours des opérations nous avons suivi 
l’activité des différentes fractions soit par Ja méthode au vert 
Janus, soit en utilisant une souche trés sensible d’un Mucor ense- 


¥ 
er 
; mencé uniformément sur boite de Petri. 


murs récoltés dans la nature. Une seconde série d’expériences, 
; qui sera relatée ultéricurement, a ensuite été faite sur des plas- 
3 modes en cullure soit pure, soit associée avec des bactéries du 
sol, dans le but de rechercher quels ‘pouvaient étre les corps 
responsables de l’anlagonisme existant entre les plasmodes et le 
cortege de microorganismes tant fongiques que bactériens qui les 


Le mode opératoire suivant a été inilialement adopté pour 


1° Confection d’un extrait brut dans l’éthanol froid pendant 
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Lycogala flavo-fuscum. 


Un premier xthalium a été traité directement par ]’éthanol & 
chaud. L’extrait filtré et refroidi a laissé déposer un précipité 


floconneux qui, repris par l’eau, n’a montré aucune activité sur 


W. perfringens. La solution brune refroidie a été évaporée jus- 
qu’a consistance résineuse de |’extrait sec. Cet extrait repris par 
Veau laisse un résidu insoluble qui, mis en solution dans l’alcool 
a 50° s’est révélé actif sur le méme germe ainsi que sur Mucor sp. 

Un second xihalium de la~méme espéce a été mis A macérer 
pendant vingt-quatre heures a4 froid dans 1’éthanol. Le macérat 


est trés actif mais uniquement sur Str. putridus. Digéré a chaud 


pendant quatre heures ]’extrait global obtenu est aussi trés actif 
sur Str. putridus. Evaporé a sec puis repris par l’eau il donne 
deux fractions : un insoluble qui, repris par l’alcool, est trés actif 


sur Sir. putridus et Cl. histolyticum, et une solution également 


active sur ces deux germes. Extraite par l’éther la phase aqueuse 
comme la phase éthérée ont montré la méme activité trés marquée 


vis-a-vis des deux germes test. 


Un troisiéme zthalium a été soumis au méme traitement avec 
la variante suivante : au lieu d’évaporer a sec |’extrait alcoolique, 
celui-ci a seulement été réduit de volume par évaporation. On 
constate alors que le concentré repris par l’eau laisse un insoluble 
qui a la méme activité que dans Y’essai précédent et une solution 
qui n’agit que sur Sir. putridus ; la fraction éthérée est active sur 
les deux germes. 

En conclusion, l’extrait alcoolique de Ravana HATE {osooh 


 contient probablement deux antibiotiques thermostables, l’un actif 


sur Str. putridus et Cl. histolyticum, insoluble dans l’eau, l’autre 


soluble dans ]’eau et actif sur Str. putridus. Par chauffage ce der- 


nier — qui est peut-étre un mélange — acquiert également une 
activité sur Cl. histolyticum. 

Nous avons pu extraire le principe actif insoluble dans l'eau. 
Aprés saponification 4 l’acide sulfurique il fait partie de ]’insapo- 
nifiable. I] se présente sous forme d’une poudre amorphe, brun 


rouge, déliquescente, insoluble dans |’éther de pétrole, soluble 


dans le benzéne et qui, dans ce dernier solvant, montre les bande 
d’absorption suivantes 
441-460 my, 


476-490 my, maxima: 482 mu, 
507-523 my, maxima: 482 my. 


La solution benzénique présente une forte fluorescence chamois. 


Comme cette fluorescence se retrouve in vivo au microscope dans 


les spores, nous pouvons supposer que |’antibiotique y est loca- 
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lisé, La _rareté relative de l’espéce étudiée, malgré la grande taille 
de certains de ses xthaliums, ne nous a pas permis d’en avoir 
des quantités suffisantes pour poursuivre plus loin l'étude de 
ses principes actifs. 

Stemonitis fusca. 


Malgré la pelite taille de cette espéce nous avons pu, en forét 
de Fontainebleau en récolter suffisamment pour constater que 
extrait alcoolique a froid des sporanges inhibe fortement Sir. 
putridus. A chaud, en plus de cette méme activilé, l’extrait en 
acquiert une moins forte sur Cl. septicum. 


Mucilago spongiosa. 


Ce Myxomycéte, dont souvent plus des deux tiers de la masse 
sont constitués par du carbonate de calcium, a donné a froid et 
a chaud un extrait alcoolique trés actif sur Sfr. putridus. Sapo- 
nifié par Vacide sulfurique dilué, l’extrait a livré un insaponi- 
fiable trés actif sur Str. putridus seulement et une fraction sapo- 
nifiée trés active a la fois sur Sir. putridus et Cl. septicum. 


Lycogala epidendrum. 


Des sporanges de cetle espéce ont été trailés selon le mode 
opératoire général, décrit plus haut. L’extrait se révéle peu actif 
sur Cl. histolyticum et Str. putridus. 


. 


Tubifera ferruginosa. 


L’extrait est encore moins actif que pour l’espéce précédente : 
peu actif sur Cl. histolylicum, il est inactif sur Str. putridus. 


Fuligo septica. 


Nous avons étudié plus particuli¢rement cet organisme, élant 
donné, d’une part, le fort pouvoir antibiotique de ses extrails et 
leur stabilité, d’autre part la possibilité qu’il y a de J’obtenir rela. 
tivement facilement en culture. 

Les deux extraits alcooliques d’xthalium a froid et a chaud 
ayant révélé une activité identique sur W. perfringens, une assez 
grande quantité (30 g.) de Fuligo a été extraite a chaud. Le filtrat 
refroidi a Jaissé déposer un précipité qui, repris par l’eau chaude, 
a donné une liqueur jaune d’or ne précipitant pas a froid, active 
sur W. perfringens. La solution alcoolique précédente, évaporée 
a sec, a donné une poudre amorphe jaune citron qui, reprise par 
l’eau tamponnée a pH 6,5, a laissé un insoluble inactif sur le 


| 
| 
\ 


ANTIBIOTIQUES PRODUITS PAR LES MYXOMYCETES 44 


méme germe, en solution hydroalcoolique, tandis que la phase 
aqueuse se révélait trés active. Nous en avions conclu provisoi- 
rement a l’existence possible de deux antibiotiques, l’un trés actif, 
extrait par Valcool chaud, ne précipitant pas a froid et soluble 
dans l’eau, l’autre moins actif, extrait également par |’alcool 
chaud, précipitant par, refroidissement et soluble dans ]’eau. 

Supposant que ce pouvaient étre les corps pigmentés contenus 
dans le champignon qui étaient responsables de cette activité, 
nous avons cherché a les isoler puis 4 les purifier sans toutefois 
pouvoir encore les obtenir cristallisés. 

a) Extraction du pigment brun noir. — La masse centrale de 
lethalium (spores + pseudocapillitium), soigneusement débar- 
rassée de son cortex jaune, a été introduite avec précaution pour 
éviter les mousses dans de lacide sulfurique a 66° Bé, qui s’est 
révélé étre son seul solvant. Aprés une macération de vingt- 
quatre heures, la solution brun noiratre a été centrifugée. Le 
liquide (100 cm*) a été étendu d’eau a 2 litres pour permettre 
sans projection une neutralisation par l’ammoniaque. La solution 
a élé évaporée au bain-marie pour amener son volume a 500 cm*. 
Par refroidissement il dépose un pigment amorphe noir, ne fon- 
dant pas, ne se sublimant pas en dessous de 360°, trés peu soluble 
dans Veau acidulée par H,SO, (solution brun jaunatre), insoluble 
dans la pyridine, soluble dans la soude (solution brune), inso- 
luble dans les solutions de carbonate. La réduction par Vhydro- 
géne naissant (Zn + HCl) ne le décolore pas. Par contre, il est 
partiellement décoloré par oxydation au persulfate (solution jaune 
clair) et devient ainsi trés soluble dans les liqueurs alcalines méme 
diluées. Le produit est dépourvu de toute activité antibiotique. 
Il s’agit probablement d’un mélange de produits de dégradation 
de mélanines. 

b) Extraction et fractionnement des pigments jaunes. — L’exa- 
men au microscope a fluorescence nous ayant révélé 3 fluores- 
cences suivant, d’une part les échantillons, d’autre part l’endroit 
examiné : cortex interne ou externe, noeuds du capillitium, nous 
avons pu supposer d’emblée que le pigment jaune était un mélange 
et orienter en conséquence nos essais de séparation. Aprés diffé- 
rents essais de solvants : eau, éthanol, méthanol, méthanol alca- 
linisé par l’ammoniaque, nous avons fixé notre choix sur ]’ammo- 
niaque concentré en solution aqueuse. 

Les cortex d’xthalium, aussi soigneusement privés de spores 
que possible, sont placés quatre heures dans de l’ammoniaque 
a 82° Bé additionnée de quelques centimétres cubes de chloro- 
forme. Ce dernier a pour effet — purement physique — d’activer 
a linterface des deux solutions les spores brun noir et permet 
ainsi, par simple décantation, d’obtenir une solution claire. 

La solution d’un beau jaune citrin est filtrée s’il y a lieu, con- 
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centrée au bain-marie et neutralisée prudemment en refroidis- 
sant, par l’acide sulfurique. Le liquide devient trouble avec une 
teinte jaune rougeatre. Il y a lieu de noter qu'il faut effectuer 
celte neutralisation aussitét que possible aprés l’extraction sinon 
la solution ammoniacale s’altére et brunit. La solution trouble 
est centrifugée pour éliminer le sulfate de calcium précipité et 
violemment agitée avec du chloroforme. La phase chloroformique 
est jaune, la phase aqueuse est rouge brique et brunit rapidement 
a lair. Cette derniére, dépourvue d’activité antibiotique, n’a pas 
élé étudiée. La phase chloroformique a été évaporée partiellement 
sous vide puis additionnée de la moitié de son volume d’eau et de 
trois volumes de méthanol. La solution hydrométhanolique a été 
chromatographiée sur alumine. Une fraction (A) n’est pas adsorbée 
et se retrouve dans le filtrat; dans la colonne, une fraction épi- 
phasique (E) est suivie immédiatement par un anneau hypopha- 
sique (H), tous deux de méme couleur jaune orangée et de méme 
importance. 

La fraction (A) non adsorbée est jaune en solution aqueuse 
diluée avec une intense fluorescence jaune. Sa solution aqueuse 
laisse déposer 4 la longue des microcristaux maclés en oursins, 
insolubles dans le benzéne, |’éther et l’éther de pétrole, solubles 
dans la pyridine. Les fractions (EF) et (H) ont été séparées mécani- 
quement et dissoutes dans du méthanol] alcalinisé par de l’ammo- 
niaque. 

La fraction E présente une intense fluorescence jaunatre ; elle 
laisse déposer par évaporation des microcristaux jaunes fusi- 
formes solubles dans |]’eau, le benzéne, lacide acétique (jaune 
pale), la pyridine, l’éther et l’éther de pétrole, sans changement 
de coloration. La réduction par ’hydrogéne naissant (Zn + H,SO,) 
ne change pas la couleur des solutions aqueuses, L’oxydation 
par le persulfate décolore compléltement celles-ci. L’acide sulfu- 
rique concentré dyssout les cristaux en donnant une teinte intense 
jaune orangée. 

La fraction H présente des caractéres peu différents ; elle a une 
intense fluorescence jaunatre et laisse déposer par évaporation 
des microcristaux courbes, solubles dans le benzéne, l’acide acé- 
lique, la pyridine, l’éther et l’éther de pétrole, mais la solution 
pyridinique est brune. L’hydrogéne naissant dans les mémes con- 
ditions éclaircit la couleur, loxydation au persulfate décolore 
tolalement la solution. D’aprés ces caractéres nous pouvons penser 
que dans E et H se trouvent deux corps trés voisins probable- 
ment homologues ou isoméres. Ce sont fort probablement des 
acides anthraquinoniques que nous nommerons provisoirement 
Fuligoique E et Fuligoique H, rappelant ainsi leur origine et 
leur comportement au cours de la chromatographie. 

Quant a la fraction A, nous sommes tentés de la rapprocher de 


taines Pe rtee comme ecnasplenne, L étude ats proprictés — 
limiques et biologiques de ces trois constiluants est en cours. 


RésuME. 


Be ies principes antibiotiques contenus dans les_ sporanges de 
- Lycogala flavo-fuscum, Stemonitis fusca, Mucilago spongiosa, 
_Lycogala epidendrum, Tubifera ferruginosa et Fuligo seplica sont 
étudiés. Les principes actifs de Lycogala flavo-fuscum et Fuligo 
-septica font l'objet d’une étude plus approfondie. De ce dernier, 
deux acides colorés actifs ont été relirés : les Fuligoides E et H. 
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ETUDE IMMUNOCHIMIQUE 
DE LA GONADOTROPHINE CHORIALE HUMAINE 


I. — ESSAIS DE DISSOCIATION DU PRECIPITE SPECIFIQUE * 
GONADOTROPHINE-ANTISERUM DE LAPIN (*) 


par A. BUSSARD ("). 


(C. N. B.S.) 


L’utilisation de Ja méthode immunochimique pour la détection 
el le dosage des hormones a, depuis la découverte des antihor- 
mones par Collip, tenté nombre d’endocrinologistes. Cette méthode 
nécessitait, au préalable, l’obtention d’antisérums réagissant visi- 
blement, in vitro, avec ’hormone, par exemple par une précipi- 
tation. De tels sérums précipitants ont été réguli¢rement obtenus 
par nous en ce qui concerne l’hormone choriale humaine [4]. Il 
restait 8 démontrer la spécificité d’une telle réaction. Nous avons 
fourni un certain nombre de preuves en faveur de cette spécifi- 
cilé, notamment la non-disparition de l’activité précipitante vis- 
i-vis de l’hormone aprés épuisement des sérums par des protéides 
humains banaux et la constance des coordonnées de la zone 
d’équivalence en unités hormonales et non en poids, lorsqu’on 
utilise des préparations inégalement purifiées. 

I] nous a paru, cependant, que la preuve la plus formelle de 
la spécificité de la précipitation serail fournie par la démons- 
tration de la présence de l’hormone dans ce précipilé, l’hormone 
pouvant facilement étre décelée par son activité physiologique sur 
Je tractus génital de la rate impubére. Une telle activité peut 
étre cherchée dans le précipité tel quel; c’est ce qui a été fait 
récemment par Parkes [42] dans le cas des antiprotéides iodés, 
mais il parait nécessaire d’effectuer cette recherche en utilisant 
des techniques quantitatives : précipitation in vitro avec des pro- 
portions connues, injection d’une quantité donnée de précipilé 
(et non ingestion orale, nécessairement imprécise). De plus, la 
preuve d’une activité hormonale du précipité obtenu dans la zone 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 juin 1948, 
aes Travail effectué dans le Service de Chimie Microbienne de 1'Ins- 
litut Pasteur avec la collaboration de M'* J, Courcon. 
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antigéne 
anticorps 
présentera un caractére plus particuliérement démonstratif. 
Comme on le verra plus loin, un tel précipité, non traité, ne 
présente, ainsi qu’il fallait s’y attendre, qu’une trés faible activité 
gonadotrope. On a done cherché a libérer |’hormone, soit par 
mactivation élective des anticorps dans le complexe, soit par 
déplacement de |’équilibre (partiellement réversible) de la réaction. 

La premiére méthode a déja été employée par B. Zondek et 
F. Sulman [49], mais, outre le fait que leur expérience ne por- 
tait pas sur un systéme précipitant, il faut noter que les preuves 
expérimentales de l’activité hormonale du complexe traité étaient 
fort insuffisantes. Nous avons essayé, comme moyens d’inacti- 
vation des anticorps: le traitement par les bases, |’ultrasonna- 
tion, la digestion enzymatique, le traitement par |’alcool. 

La seconde méhode, celle du déplacement de l’équilibre, a mis 
en ceuvre : les solutions hypertoniques, le contact du précipité 
avec une solution d’hormone inactivée. 


d’excés d’anticorps, région ot le rapport est petit, 


Techniques et matériel. 


ANTIGENES. 

Outre les préparations hormonales utilisées dans nos premiéres expé- 
riences [4] (en particulier la préparation P, pour les tableaux I et U, 
titrant 50° Unités par milligramme), nous avons utilisé, comme anti- 
genes précipitants, deux produits aimablement fournis par la firme 
Ciba, de Bale: l’un C5 d’activité 750 Unités d’hormone par milli- 
gramme, l’autre C 3/100 Unités par mg. environ. L’activité a été 
dosée par nous en fixant pour unité la dose minima qui, administrée 
en quatre injections sous-cutanées quotidiennes, provoque chez la rate 
impubére, a la cent vingtiéme heure, une augmentation statistique- 
ment significative du- poids frais de l’utérus (rapporté 4 100 g. 
d’animal), ainsi qu’une ouverture et une kératinisation vaginales. 

L’antigéne immunisant nous a été aimablement fourni par le 
D™ Morris, du London Hospital ; c’est une préparation obtenue a partir 
d’urine de femme enceinte, titrant 6.000 Unités par milligramme ; 
nous l’appelons M. 


ANTISERUM, 
._ Comme nous l’avons déja signalé [4], tous Jes lapins immunisés par 
une technique d’injection intraveineuse d’antigene adsorbé sur alumine 
nous ont fourni des sérums précipitants. Jusqu’ici 25 lapins ont été 
injectés avec des hormones choriales de puretés trés différentes allant 
de 50 a 6.000 Unités par milligramme, avec des doses totales de 1.000 
a 4.000 Unités ; tous ces animaux ont réagi par la fabrication, avec des 
rendements naturellement divers, d’anticorps précipitants. Dans les 
tableaux I et II nous avons utilisé un sérum préparé par injection 
intraveineuse de 4.000 Unités, en tout, de P. Dans les autres expé- 
riences il s’agit d’un mélange de sérums de 3 lapins, immunisés par 
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7 vingt-quatre injections intraveineuses de M (6.000 Unités par milli- 


4 
‘ 


gramme) adsorbé sur alumine, la durée totale de immunisation étant 


a de deux mois. La dose globale administrée était de 0,75 mg. ou 4.500 Uk 
= par lapin. Le sang des 3 lapins immunisés a été recueilli par ponction 
cardiaque ; les sérums précipitant en présence d’extraits urinaires 
zi banaux, d’hormone choriale humaine et d’hormone sérique de 
E: jument, nous les avons mélangés pour constituer un stock que nous 
‘9 appelons XII, qui est conservé a la glaciére, additionné de 10—* Fide 
2 mercurithiosalycilate de Na. 
S PRECIPITATION IMMUNOCHIMIQUE. : 
Les précipitations ont été effectuées par mélange des solutions d’hor- 
7 mone avec l’antisérum, ces mélanges étant maintenus & + 5° pendant 
. 5 vingt-quatre, quarante-huit ou cent quarante-quatre heures. Lorsque 


ja durée de contact n’est pas spécifiée dans le texte, c’est qu'elle a été 
de quarante-huit heures. La centrifugation a lieu 4 + 5° avec vingt 
minutes de rotation, 4 3.200 T. M. dans une centrifugeuse angulaire 
suédoise. L’étude des précipités a été faite par la technique quantita- 
tive de Heidelberger et Kendall (description : voir Grabar [6]). 


ACTIVITE PHYSIOLOGIQUE. 

En ce qui concerne l’activité physiologique des précipités, des surna- 
geants, ou des mélanges de solutions, elle a été dosée en utilisant les 
réactions de la rate impubére (provenance Commentry) de vingt et un a 
vingt-trois jours (au début de l’expérience). Les substances essayées 
ont été injectges quotidiennement pendant quatre jours sous la peau 
du dos ; les animaux sacrifiés le sixitme jour, le vagin examiné et des 

' frottis effectués en cas d’ouverture, Vutérus et les ovaires disséqués et 
pesés dans des conditions comparables entre elles. 

Nous avons, dans les tableaux, rapporté les poids de l’utérus et des 
ovaires 4 100 g. d’animal (correction nécessitée par les différences indi- 
viduelles entre les animaux). La variance a été calculée et exprimée par 


l’écart. moyen type : 
/ 


ae Vi ae 


Nous avons admis, comme statistiquement significatives, des diffé-. 
rences, par rapport aux témoins, pour lesquelles le rapport critique 


my — m, (*) 


C;. SO 
VE? + E2 


est > 2. 


L’activité antigonadotrope a été mesurée en injectant le sérum, une 
7 demi-heure avant l’injection de l’hormone. Elle est exprimée en 
: unilés hormonales neutralisées par 1 cm* de sérum. 


ae 


(") my, moyenne des poids des organes chez les témoins; my, moyenne chez 
les animaux traités; d, différence avec la moyenne; n, nombre d’animaux uli- 
NJ? 
xd 


lisés dans l’expérience; E, erreur standard = Veen Voir Thayer (48). 
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Résultats expérimentaux. 


I. — AcTIVITE GONADOTROPE DU PRECIPITE. 


Si l'on étudie l’activité antigonadotrope physiologique des 
scrums, on constate que celle-ci est toujours, dans nos expé- 


riences, inférieure a l’activité précipitante, c’est-a-dire qu’une 
quantité de sérum dont les anticorps antihormonaux sont saturés, 


mone. En conséquence, on est sir de se trouver en excés d’anti- 
corps antihormonaux lorsqu’on opére avec des proportions infé- 
rieures 4 celles de la neutralisation physiologique. C’est le cas 
de tous les précipités étudiés ici. 

D’aprés le tableau I, nous voyons qu’un précipité non spéci- 
fique : sérum de lapin antihumain + sérum humain, est sans acti- 
vité gonadotrope sensible, a la dose de 110 yd’ N, soit environ 
0,7 mg. de précipité en tout. 


— TasBLeAu I. — Activité hormonale du précipité. 
PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGIQUE 
NOMBRE 
: @animaux Poids Poids 
tg votes ai de l’utérus | des ovaires Queene? 
*xpérience Nature cae utilisés en mg. pour 100 ¢. ts 
a azole (manele & vagin 
® rae 
S Pairemoinsces. «oy ees 0 20 150,36 |46,4+6,2| <0 
.|Précipité de sérum lapin 
antihumain + sérum hu- 
DOES sat Riba ters ole wes EPS 410 7 DSita8 | £97 O alacoind 0 


.|Précipité: 4, 3 cm’ sérum (1) 
lapin anti PU + 50 U. de ; 
P. (excés d’anticorps). . . 70 5 AS = 63) 66,2to li 0 


Le précipité obtenu par le contact de 1,5 cm*® de sérum de 
-  apin antigonadotrope (épuisé au préalable par addition d’un 
. demi-volume de sérum humain) n’est guére actif a la dose de 
70 ~ d’N. Le rapport critique de la variation du en de uterus 
est aCe = 2,3; celui IESE aux ovaires est C’, = 2,4. 

C, et C’, n’ont qu’une valeur relative, car, ici ]a variance est 
élevée (les erreurs standards dépassant 20 p. 100). Le vagin n’a 
pas réagi. 


Annales de UVInstitut Pasteur, t. 75, n° 1, 1948. 2 


peut encore précipiter des protéides banaux accompagnant l’hor- <2 


18 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


II. — EssaAIs DE DENATURATION DES ANTICORPS 
DANS LE PRECIPITE IMMUNOCHIMIQUE. 


Arcarinisation. — La premiére méthode essayée a été celle pro- 
posée par B. Zondek : un traitement alcalin du complexe dénatu- 
rerait les anticorps, mais non |’hormone. 

Nous avons done remis en suspension notre précipité — obtenu 
pour les proportions de la neutralisation physiologique : 1,5 em* 
de sérum (épuisé) pour 100 unités d’hormone P — dans une solu- 
tion de soude N/10, pendant vingt heures. La solution est ensuite 
neutralisée par HCl. L’examen des témoins (tableau II) [hor- 
mone traitée dans les mémes conditions] nous montre d’abord 
que hormone est sensible a l’action des pH élevés. Une dose de 
50 + d’azote du précipité (correspondant 4 environ 25 U. mises en 
jeu au début de la précipitation) ne provoque pas d’action notable. 
En conséquence, la possibilité de libérer, par ce procédé, une 
partie de hormone présente dans le précipité parait exclue. 


TasBLeau Il. — Activité du précipité traité par la soude. 


PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGIQUL 
NUMERO NOMBRE 
de d’animaux ; ¥d 

. Quantilé de takes 1 he Ouver 

V'expérience Nature en y utilisés ry hee Por tbe ee oa de 
d'azote Hoe 5° vac! 

danimal ++ ¢ tal 

Siete sMOrMlOne: hy 6.0 staia: ter ckes 5 285 ssi0e, 63 = 16 5 
2... . .|/Hormone P. 50 U. traitée | 
par NaOH | ny Oa PR ea 5 467 = 24 41 + 4,5 0 

3... . .|Précipité traité par NaOH. . 50 nj 1 Pi eats ead tty (ee a Kt) 0 


Uxttra-sons. — On sait que les ultra-sons dénaturent les 
protides. Nous avons alors pensé a utiliser l’action des ultra-sons, 
espérant dissocier les liaisons antigéne-anticorps du précipité, et 
provoquer une dénaturation partielle des anticorps libérés. 

On s’est servi d’un générateur d’ultra-sons, A quartz piézo- 
électrique, de fréquence 920 kg. cycle/sec., dissipant dans le 
milieu étudié une énergie de 76 watts. La température de |’enceinle 
ne dépassait pas 30°. L’hormone était traitée en solution physio- 
logique tamponnée 4 pHl = 7, en présence d’air pendant trente- 
cing minutes, La présence d’air, permettant les phénoménes de 
cavitation, a semblé avanlageuse puisque nous cherchions a utiliser 
anligéene 


l’effet destructeur des ultra-sons sur les liaisons ——-2——. 
anticorps 
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-Taszeav Ill. — Effet des ultrasons sur hormone gonadotrope choriale 
-et sur les sérums antigonadotropes. 


a PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGIQUE 
BRO NOMBRE 
ae danimaux | poids Poid 
x ’ 2 et Ouverture 
périence Nature Quantités Seats de l’utérus | des ovaires ain 
: en mg. pour 100 ¢. Sateain 
a d’animal + o be 
SRELOTE ONO Op en choke. ss 86 2y 4 300 + 63 66 = 11 4 
. .|Hormone C. ultrasonnée. .| 2, 5 123 = 80 |46,54 44 0 
. .|Hormone C; ultrasonnée . .| 13y 5 307 224106) Th 2334 5 
.- - -/10U.Cs-+ sérum XI11(0,2cm‘). 5 69,5 13,5/35,44 6,7 0 
me. ..==(40U. C;-+sérum XII (0,1 cm*, 5 AT6SE 87 (57,252 4,2 5 
oe. . 1100. Cs + serum XIL  ullrasonne| 
pe (O22 C UAE) et Lis gat | 6 59,5 -E 7,5 |45,5 = 6,2 4 
-{40U.C, + sérum XII ultrasonné | 
: i cab ieure rte. ty Ss 5 295+ 32 | 58+9 5 


= 
a“ 


Les essais ont porté d’abord sur J’inactivation des anticorps 
_ ou de l’antigéne séparément. I] apparait que l’hormone gonado- 
_ trope est assez sensible a l’action des ultra-sons (1 et 2, 
_ tableau III) alors que les anticorps du sérum, dans les mémes 
- conditions, sont relativement résistants. En effet, 1 cm* de 
- sérum XII neutralise de la méme facon, qu’il soit ultrasonné ou 
- non, plus de 50 U. de C® et moins de 100 U. II paraissait donc 
_ difficile d’espérer dénaturer les anticorps au sein du précipité 
spécifique, bien que la fragilité des constituants du complexe 
- ne soit pas nécessairement la méme a |’état combiné qu’a [état 
m libre. 


TrypsineE. — La digestion enzymatique a été ulilisée avec succés 
par Northrop [44] pour la purification de l’antitoxine diphtérique. 
On pouvait espérer que l’hormone, étant un glycoprotéide, devait 
présenter une certaine résistance a l’action de la trypsine. 
Le traitement du précipité (obtenu par contact de CU ee 
heures entre 375 y de C® (87,5 U. et 1 cm® de XII) a consisté a 
- laisser celui-ci en présence de 10 y de trypsine (1), pendant dix- 
_ sept heures 4 20°, a pH = 8. L’action de l’enzyme a élé arrétée 
par adjonction de sérum de lapin normal. Un précipité témoin, 
-obtenu avec des protéides humains urinaires banaux et le 
sérum XII, a été traité de la méme maniére. Les résultats, consi- 
enés dans Te tableau IV, ne montrent pas qu’une activité hormo- 
nale soit libérée par l’action enzymatique. 


_ (1) Il s’agit de irypsine cristallisée par le professeur Northrop et 
aimablement fournie par lui. 
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Tasteau 1V. — Action de la trypsine sur le précipité. 


se ee eee ——————_——— 


PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGIQU 

NUMERO NOMBRE 
de ., |@animaux | — poids Poids i 
' Quantité ‘ oes de l’utérus | des ovaires Ouv 
l'expérience Nature de Asal ulilisés en mg pour 100 g 
ent d’animal + ¢ ‘t 


4... . . .|Précipit6é,375 \ (ou 37,5 U.) 
C, + 4 cm, X11 traité par | 
Jasiryipsine a: <tsmne- es 40 7 54 12 49 7,4 

Bien cnte) Précipité non spécifique 375 “| 

y protéines urinaires + | 

4cm* XII, traité par la 

Try DSI) eise eee sate 6 80 + 13,3 |44,5+8 


ALcoot ETHYLIQUE. — Nous avons alors pensé, en dernier lieu, 
traiter le précipité par l’alcoo]l éthylique, hormone supportant— 
fort bien ce traitement, puisque c’est par ce méme réactif qu’on la 
purifie. 

Le précipité obtenu avec les proportions de 1 cm* de XII pour 
500 y (50 U.) de C* (proportions inférieures a celles de la neutra- 
lisation), par un contact de dix-neuf heures a +5°, est remis, 
aprés lavage, en suspension dans l’alcool éthylique 4 96° et porté 
4 87°. Les résultats sont indiqués dans le tableau V ; ils signifient 
qu’une activité hormonale notable est remise en liberté. Cette 
activilé n’est pas due a un enlrainement non spécifique de Vhor- 
mone dans le précipité (adsorption, par exemple) puisque les eaux 
du troisi¢me lavage, entrainant encore une petite quantilé d’azote, 


TasLeaAu V, — Récupération d’une activité hormonale 
par traitement alcoolique du précipité. 


PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGION 
NUMERO as. NOMBRE ; 
de d’animaux Poid Poid 
2 Quantité a eS IOS Ou 
l’expérience Nature de eat ulilisés pcectiee eerinci 
en; d danimal ++ ¢ 
Ae eS Kau du troisiéme lavage. . 6,5 5 597 45-25,4 
oes ane Précipité A traité par l'al- ; 
COO ate es 5) pal Sarai 130 5 220+ 28 | 68 +410 
oh aie phe i A traité par l’al- 
COOL CH) Speen amen reais 20 5 230 6,4] 643,58 


(1) Réaction des rates A la quatre-vingt-seiziéme heure 
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‘nvont aucune activité physiologique. Une discussion du probleme 

 quantitatif sera faite dans notre mémoire n° II, mais il nous 

_ parait dés maintenant raisonnable de penser que*l’activité hormo- en 
nale ainsi libérée fournit la preuve de la spécificité de la réaction 

5 de précipitation. 


ANTIGENE 


III. — Essats pe DEPLACEMENT DE L’EQUILIBRE ; —————— 
ANTICORPS 


___ SOLUTION SALINE CONCENTREE. — La premiére technique employée ‘a 
_ a été celle mise en ceuvre par M. Heidelberger, F. E. Kendall et : 
_ T. Teorell [7] dans le cas du précipité polyoside pneumococcique- 
antisérum de lapin. 

Un précipité obtenu aprés trois jours de contact A +5°, entre 
20 cm* de XII et 0,5 mg de C® (en solution dans 10 cm® de solu- 
tion physiologique) est lavé, puis remis en suspension dans 20 cm? 
_ de solution 4 15 p. 100 de NaCl. Au bout de trente minutes d’agi- 
‘tation, a 37°, le précipité est recueilli par centrifugation.- Le 
dosage de l’azote de la solution hypertonique indique qu’il n’y 
’ a pas de quantité appréciable de produits azotés qui soit passée 
en solution. Le dosage d’N indique 8 y par centimétre cube dans la 
derniére eau de lavage du précipité. La solution hypertonique n’a . 
pas, par conséquent, dissous, par déplacement de |l’équilibre, une 2 
partie appréciable de l’anticorps. Les résultats physiologiques sont 
notés dans le tableau VI. Le surnageant est inactif, ce qui indique 
que les proportions correspondent 4 un excés d’anticorps. Le pré- 
- cipité traité par Ja solution de NaCl, ne présente pas d’activité 
_ gonadotrope a la dose de 100 » d’azote par rate. I] ne semble pas, 
par conséquent, qu’on ait enrichi le précipité en hormone libre, . 
' & moins que -celle-ci ait été recombinée aux anticorps dans un 
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TasLeau VI. — Essai de déplacement de l’équilibre antigéne-anticorps 
dans le précipité, par traitement avec des solutions hypersalines. 


| PRODUIT INJECTE REACTION PHYSIOLOGIQUE 
MERO NOMBRE 
de danimaux Poids Poids 
Quantité eee: de V'utérus | des ovaires | OUVerture 
érience Nature @N en y | Ulilisés en mg. pour 100 g. du 
d’animal + ¢ ae 
——— 
... ./2cm? du surnageant : 1 cm? 
XII pour 50 y Cs (37,5 U.). 5 56,4 5,3/45,2 44,4 0 
. .|Précipité traité par NaCl 
45 p. 100 1/2 heure a 37°. 100 5 61,51 4,1/42,2+ 9,8 0 
.. ./2 cm’ du surnageant du 
traitement précédent + 10 
Us, COs eae Nee corrals mere 5 303 & 33 TASS). 0 
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tige ; : 
complexe ot le rapport amisent. serait plus petit: que celu 
anticorps : 


obtenu dans les conditions normales. 

Quant a la solution de NaCl 15 p. 100 elle ne parait pas, apres 
son contact avec le précipité, posséder d’activité antigonadotrope | 
notable. ; 

On peut done en conclure qu’il n’y a pas de libération appré- 
ciable d’anticorps, dans les conditions données. 


CoNTACT DU PRECIPITE;: AVEC UNE SOLUTION D’HORMONE INACTIVEE. 
— On a cherché alors une méthode de déplacement de |’ équilibre 
qui aurait déja fourni des résultats positifs avec un complexe 
protéines-antiprotéines. Le déplacement du précipité toxine-anti- 
toxine par l’anatoxine, étudié par Ramon [44], parait transposable 
4 notre systeme. Pour ce faire, il fallait préalablement réaliser 
une dénaturation douce de Yhormone. On s’est adressé a 
Yaction de l’urée sur la gonadotrophine choriale, étudiée par 
Bischoff [4 et 2]. 

L’essai n° 1 du tableau VII donne les résultats de l’inactivation 
de hormone (C*), qui a été traitée comme suit : 24 mg. C® sont 
dissous dans 10 cm‘ de solution contenant 4 g. d’urée, tamponnée 
a4 pH=6,8; la solution, ainsi que des témoins constitués par des 
solutions de C* sans urée, sont portés & 87° pendant dix-huit 
heures, on dialyse ensuite pendant six heures, sous pression, contre 
une solution physiologique. Au bout de ce laps de temps, il n’y 
a plus @urée décelable par l’action de l’uréase. Les solutions 
d’hormone traitée et non traitée sont alors convenablement diluées 
pour effectuer les dosages physiologiques. 

L’urée inactive nettement l’hormone, mais nos mesures sont 
insuffisamment nombreuses pour fournir une appréciation pré- 
cise du taux d’inactivation ; on peut dire cependant que, dans 
les conditions choisies, 20 y de C* traité contiennent a peine 
Yunité hormonale et que, par conséquent, si l’on admet que C* 
contenait initialement 100 U. par milligramme, |’inactivation dépas- 
serait 50 p. 100. 

Lorsqu’on met en présence un précipité gonadotrophine-anti- 
gonadotrophine avec de |’hormone partiellement inactivée, il est 
nécessaire, pour juger si on aboutit A un résullat valable, de 
comparer l’action du mélange précipité + hormone + urée 
avec des mélanges témoins hormone + urée. En effet, inactivation 
de hormone par l’urée ne peut jamais étre totale, comme I’a 
démontré Bischoff [4]. Par conséquent, |’addition d’hormone traitée 
par l’urée au précipité apporte, de toute facon, dans le systéme, 
un certain nombre d’unilés d’hormone. Si des molécules d’hor-_ 
mone inactive ont pris, dans le complexe, la place de molé- 
cules d’hormones et, par conséquent, libéré celles-ci, une quantité 


x 


SE Sf 
NUMERO 
de l’expérience 


ml 
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supplémentaire d’unités hormonales s’ajoutera A celle provenant 
de l’adjonction de C* partiellement inactivé. Ainsi done, ce seront 
des différences hormonales quantitatives qu’il faudra apprécier 
dans la solution, aprés son contact avec le précipité, alors que 
l’expérience de Ramon est facilitée, elle, par le fait que l’anatoxine 
est sans aucune toxicité. 

C’est pourquoi nous avons dd effectuer les comparaisons entre 
les activités physiologiques : a) De la solution d’hormone inac- 
tivée mise en présence du précipité immunochimique, c’est-a-dire 
d’un mélange : hormone + hormone inactive + précipité + urée. 
b) D’une solution témoin contenant les mémes quantités d’hormone 
inactivée et d’urée, ayant été traitée de facon identique ‘au 
mélange a, excepté pour le contact avec le précipité, mélange : 


hormone + hormone inactive + urée. La dialyse est inutile, . 


puisque l’urée se trouve en quantités égales dans les deux types 
de mélanges essayés et qu’elle n’est pas toxique par elle-méme. 

Le précipité, résultant du contact pendant vingt-quatre heures 
de 10 cm* de XII avec 3,75 mg. de C* est mis, aprés lavage, en 


suspension dans la solution d’urée 4.40 p. 100 contenant ]’hormone 


inactivée. Aprés un séjour de deux heures a. 37°, la solution est 
diluée quinze, soixante-dix ou cent quarante fois, et les dilutions 
maintenues 4 la glaciére pendant Ja durée de l’essai biologique. 

Les résultats, indiqués dans le tableau VII, ne permettent pas 
de conclure a une libération importante de l’hormone 4a partir du 
précipité. En effet, les différences entre les résultats des expé- 
riencs n°®* 7 et 10, ainsi que 8 et 11, sont insuffisantes pour per- 
mettre une conclusion. Les rapports critiques pour les rates ayant 


Tasteau VII. — Essai de dépiacement de l’équilibre par contact 
du précipité avec Lhormone inactivée. 


CaMNaCtlye: . aytcean ae os Pleo 


PRODUIT INJECTE 2 REACTION PHYSIOLOGIQCE 
a 
uantité | 24 Poids Poids 
Matare Fi ae . er z& de l’utérus ape eaenee Ope ee 
recip “= en me. pour re eet 
eae Ieee aN 8 etna ee vagin 
MS Cs. eres re ee at ee 200 6 309 = 38 106+ 9 6 
> SINGERS Siac dase cen er mCRIEc 20 6 OOF a o80 (ators de 6 
. .|Cs inactivé par lurée. . 53 6 282 = 76 59 se6-5 3 
. . .|C,; inactivé par lurée. . 20 5 Ola 40,2 at 18) 0 
. - .|C, inactivé par Vurée. . 10 5 50 8,3 |45,5 + 5 0 
. . .|Précipité + C, inactivé..} 200 25 7 259 + 30,5/61,5 + 8 7 
. .|Précipité + Cs, inactivé. . 43 5 6 147 + 93 Bocaire 5 
. . .{Précipité + C; inactivé. . 21,5 2 6 TA ait Ameo Ob 40) 0 
Brees |Caimactiveé.. .. «2. . 200 6 285 + 17 68 + 6 6 
Me (Ca ANAChVGe o-oo.) oy oc. 43 6 145 = 20 Si +6 4 
oe. 6, 51,0 ae 9 AL, SET 0 
—— Ee 
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recu 43 » de C® inactivé avec ou sans précipité sont : C, = 0,7 
pour les-utérus et C’, = 2,25 pour les ovaires el, pour les rates 
ayant recu 21,5 y de C?: C = 2,3 pour les utérus, et pour les 
ovaires, la différence m, — m, est négative. Tous ces rapports sont 
inférieurs A 2 ou voisins de ce chiffre, que nous avons pris comme 
limite significative. a 

Au point de vue immunochimique, l'étude de la précipitabilité 
de XII et XII’ (épuisé par les protéides humains banaux) avec 
C* et-C® inactivé est intéressante. Pour une solution a 1 mg./cm* 
d’antigéne, on constate avec le « test du disque » (Ring-test) : 

1° Le sérum XII précipite avec C* et C® inactivé (en donnant 
chaque fois 2 zones de précipité distinctes, en dessous de l’inter- 


© face). 


2° Le sérum XII précipite avec C*, mais non avec C® inactivé. 


Ces expériences, qui doivent étre développées et confirmées. 


avec d’autres sérums, fourniraient une preuve supplémentaire de 
la précipitabilité spécifique de hormone par le sérum de lapin 
épuisé puisque, apres inactivation, hormone n’est plus précipi- 
table. 

Discussion. Conclusion. 


Les procédés que nous avons employés pour dissocier le pré- 
cipilé, bien que s’étant soldés, pour Ja plupart, par un échec, 
nous paraissent permettre certaines conclusions se rapportant, 
d’une part a la réversibilité de la réaction de précipitation, 
d’autre part A la stabililé de hormone. 

En ce qui concerne les essais de déplacement de 1|’équilibre, 
i] faut noter qu’il est difficile de faire le départ exact entre déna- 
turation d’un conslituant-et déplacement d’équilibre. Hormis des 
preuves d’énergétique thermo-dynamique, indiquant la rupture 
de liaisons d’énergies trés différentes entre elles, il parait difficile 
de faire une distinction bien tranchée. Cependant le traitement 
par une solution saline concentrée ou celui par contact avec une 
hormone inactivée nous ont paru se rattacher 4 un phénoméne 
de déplacement d’équilibre, dans la mesure ov les antigénes ou 
anlicorps remis en solution ont exactement leurs propriétés ini- 
tiales, et ol les antigénes ou les anticorps du complexe ont des 
valences disponibles pour se resaturer éventuellement dans les 
proportions intitiales. 

Ceci dit, la résistance du précipité a céder en solution saline 
concentrée une cerlaine quantité d’anticorps, confirme ce qu’on 
savait pour d’autres précipités protéides-antiprotéides (voir in 
Boyd, p. 61 et suite). La réversibilité relative de 1a précipitation 
des sérums antipolyosides avec les polyosides nous fait suggérer 
que, dans le complexe hormone-anticorps, la liaison antigéne- 


anticorps n’a pas lieu au niveau des glucides de hormone, ou 
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encore qu’elle n’est pas faite seulement A ce niveau. Ceci 
n’implique cependant pas nécessairement la conclusion que les 
glucides de la gonadotrophine ne seraient pas les éléments res- 
ponsables de l’activité physiologique. En effet, le précipité peut 
étre spécifique et les liaisons s’établir cependant sur une part 
protéique de la molécule de hormone, partie soit partiellement 
active, soit indissociable des groupes actifs. 

Les dosages d’N confirment les résultats physiologiques en 
indiquant qu’il n’y a pratiquement pas de produit azoté (antigéne 
ou anticorps) passé en solution dans |’eau contenant 15 p. 100 
de NaCl. — es 

En ce qui concerne enfin le déplacement de l’équilibre par 
substitution de |’hormone inactivée 4 l’hormone active dans le 
complexe, elle n’a pas donné de résultats probants. II est bien 
évident, toutefois, que d’autres procédés de dénaturation, plus 


 spécifiques des groupements hormonaux actifs, sans étre plus 


violents vis-a-vis de la molécule protéique compléte, devraient 
étre mis en ceuvre. 
Du point de vue théorique, la libération de J’anticorps anti- 


- hormone spécifique, mise en évidence par la neutralisation d’une 


nouvelle quantité d’hormone, démontrerait la spécificité de la 
précipitation, d’une fagon aussi convaincante que la libération de 
l’antigéne. Cependant, au point de vue endocrinologique, la pré- 
sence de l’hormone paraissait étre un type de preuve plus direc- 
tement démontrable que la preuve de l’activité antihormonale. 

Le probléme de la dissociation d’un précipité spécifique est 


- d’ailleurs, en général, posé d’une facon inverse, car c’est la libé- 


ration de l’anticorps qui est recherchée [Voir in Boyd (8) et Land- 
steiner (10)]. Dans ce cas, une technique utilisant les U. S. pour- 


rait éventuellement conduire a une libération élective de l’anticorps. 


Si lon envisage les méthodes de dénaturation, il faut. noter 
gue l’hormone choriale semble assez sensible a l’action des ultra- 
sons; il est difficile de préjuger du mécanisme d’inactivation 
puisque nous n’avons pas cherché a isoler les différents facteurs 
ordinairement invoqués pour expliquer l’action des ultra-sons sur 
les molécules organiques : intervention mécanique de la cavita- 
tion, action chimique de l’eau oxygénée, de l’oxygéne ou des 
radicaux OH formés in sifu, élévations locales instantanées de la 
température. Les ultra-sons constituent cependant une arme pro- 
bablement intéressante pour attaquer le probléme dela structure 
de hormone choriale. En ce qui concerne, par contre, la disso- 
ciation du précipité spécifique, cette arme ne parait pas pouvoir 
servir, eu égard a la résistance relative de |’antisérum isolé et 
a la fragilité de l’antigéne. I] faut noter, toutefois, que la résis- 
tance de |’antisérum 4 |’effet des ultra-sons n’implique pas que 
les anticorps spécifiques soient particuliérement robustes. En effet, 
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il a élé montré (Prudhomme et Grabar [43]) que les protéides 
ordinaires du sérum exercent un effet tampon vis-a-vis des ultra- 
sons, le seul fait de diluer le sérum permettant de rendre sensible 
la dénaturation des protéides. 

L’inactivation de l’antigéne ou de l’anticorps, isolés, ne permet 
pas d’apprécier leurs résistances respectives lorsqu’ils sont 
inclus dans un complexe précipité, mais — a supposer que, dans 
ces conditions hormone soit plus résistante — encore faudrait-il 
la protéger, dés sa mise en liberté, de l’action directe des ultra- 
sons. 

La digestion protéolytique, utilisée brillamment par Nor- 
throp [44] pour cristalliser l’antitoxine diphtérique ne nous a 
pas donné de résultats satisfaisants, mais il est certain qu'une 
étude plus compléte, comportant une série d’essais de la résis- 
tance de l’hormone et de |’antisérum séparés, serait nécessaire 
pour conclure avec certitude. 

Enfin le traitement du précipité par V’alcool éthylique, a 37°, 
apporte finalement la preuve de la présence de |’hormone dans 
le précipité et par conséquent prouve Ja spécificité de la préci- 
pitation. Les détails quantitatifs de cette expérience seront indi- 
qués dans le deuxiéme mémoire de cette série. 


Nore. — Nous avons fourni un autre type de preuve expérimentale 
de la spécificité hormonale de la précipitation. Le sérum XII, épuisé 
par le sérum humain ou par les protéides urinaires banaux, précipite 
trés neltement lorsqu’on le met en présence d’hormone sérique de 
jument. Comme une parenté sérologique est a écarter entre les équidés 
et l’esptce humaine, on doit admettre que, dans ce cas, c’est la spéci- 
ficité d’hormone qui a joué. De telles réactions croisées ont d’ailleurs 
été déja vues dans le domaine des antihormones et nous pouvons citer 
le cas des thyréoglobulines d’espéces différentes étudiées par Stokinger 
et Heidelberger [46], des gonadotrophines hypophysaires du mouton, 
du lapin et de l’homme (Kupperman et al [9]), des gonadotrophines 
du pore, du cheval, de l’homme (Rowlands [45]). Nos conclu- 
sions sont en désaccord formel avec celles de Zondek [20] et celles 
de Sulman [47]. Ce dernier auteur ne précisant ni J’activité de 
la préparation commerciale utilisée qu’il appelle « pure prolan », ni 
la durée totale d’immunisation des lapins, ni la répartition des injec- 
tions, il nous est impossible d’effectuer des comparaisons fructueuses 
avec nos résultats. ; 


I] nous parait cependant raisonnable de conclure, aprés ces 
différents, essais, que le précipité hormone choriale-anticorps de 
lapin est relativement stable, el est, par conséquent, du type 
des précipités protéides-antiprotéides. Si l’équilibre de la réac- 
tion est réversible, il l’est, pour les proportions utilisées, fort peu. 
_D’autre part, hormone choriale humaine, glycoprotéide rela- 
livement résistant, si lon songe aux modes de préparation 
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employés pour l’extraire de l’urine (précipitation alcoolique, acé- 


tonique, tannique, adsorption sur acide benzoique, etc.), résiste 


mal a l’action des pH élevés. Les ultra-sons, en présence d’air, 
provoquent une dénaturation de hormone en solution aqueuse 
alors que l’antisérum de lapin, non dilué, résiste bien a leur 
action. 


L’action de l’alcool sur le précipité permet, au contraire, de 


mettre en évidence une hormone présente dans le complexe. 
Compte tenu du fait que les eaux du troisiéme lavage du préci- 
pité contiennent une petite quantité de produits azotés (restes 
des protéides du sérum de lapin), mais n’ont aucune activité 
hormonale, cette constatation constitue une preuve déterminante 
de la précipitabilité spécifique de l’hormone choriale humaine 
par nos sérums de lapin. 

Cette spécificité étant démontrée, la méthode immuno-chimique 
de caractérisation et de dosage de ]’hormone choriale, et proba- 
blement aussi des hormones hypophysaires, doit en découler, 
avec tous les avantages de sensibilité et de spécificité qui en sont 
Vapanage. 

Ces recherches ont été effectuées avec l’appui constant et les 
suggestions nombreuses de M. P. Grabar qui m’a aidé de toute 
son expérience et de sa grande bienveillance, ce dont je le 
remercie vivement. Je remercie également M"”* G. Christol, colla- 
boratrice technique du C. N. R. S., et M. M. Challeil de l'aide 
précieuse qu’ils m’ont apportée dans |’expérimentation sur les 
animaux. 

Résumé. 


Le sérum de lapins ayant regu, pendant un a deux mois, des 
injections intraveineuses d’hormone choriale humaine adsorbée 
sur alumine, précipite réguliérement avec l’antigéne employé. 
Les sérums obtenus, chez 25 lapins en tout, avec des antigénes de 
pureté trés variable, de 50 4 6.000 U. I. par milligramme, et des 
doses totales de 1.000 4 4.000 U. I., présentent tous ce pouvoir 
précipitant. L’épuisement des sérums par des protéides humains 
banaux, sériques ou urinaires, ne fait pas disparaitre la préci- 
pitabilité de l’hormone par les antisérums. En dehors de cer- 
taines preuves immunochimiques, nous avons cherché 4 fournir 
la preuve directe de Ja précipitabilité spécifique de l’hormone, 
en mettant en évidence une activité hormonale par un traitement 
approprié du précipité lavé. L’activité physiologique est constatée 
par la réaction du tractus génital de Ja rate impubére (utérus, 
ovaire, vagin). 

1° Tel quel le précipié immunochimique ne présente pas 
d’activité hormonale notable. Les eaux du troisiéme lavage ne 
contiennent pas d’hormone. 
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2° La mise en contact du précipité avec une solution a 15 p. 100 
de NaCl n’entraine pas un déplacement d’équilibre appréciable 
par une dissolution de l’anticorps. Ceci confirme que, relali- 
vement a la précipitation polyoside-antipolyoside, la précipita- 
tion protéine-antiprotéine est peu réversible. 

3° De méme un déplacement de l’hormone dans le précipité, 
par substitution avec l’hormone inactivée, est difficile a obtenir. 

4° Les ultra-sons, en présence d’air, inactivent rapidement les 
solutions de gonadotrophines. Le sérum anti, au contraire, résiste 
aux mémes actions au moins lorsqu’il n’est pas dilué. Ces deux 
faits nous ont fait abandonner la tentative de dissociation par 
_les ultra-sons. 

5° La digestion trypsique ne fournit pas, dans les conditions 
utilisées ici, une attaque élective des anticorps. 

6° L’action de l’alcool éthylique, 4 87°, permet au contraire 
de libérer une quantité notable d’hormone du précipité, bien 
supérieure a une unilé d’hormone. 


Dans ces conditions, avec le controle fourni par les témoins. 


ayant recu : soit des eaux de lavage, soit des précipilés non spé- 
cifiques trailés par l’alcool, soit des précipités non trailés, nous 
estimons avoir fourni la preuve que l’hormone choriale humaine 
peut éltre précipitée spécifiquement par l’antisérum de lapin 
obtenu dans certaines conditions. 

La possibilité d’un diagnostic immunochimique de la grossesse 
et de la gestation animale, ainsi que celle d’une détection des 
hormones gonadotropes dans les liquides de l’organisme, est 
done établie. 
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L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE QUALITATIVE ; 
METHODE PAR DIFFUSION DES ANTIGENES 
AU SEIN DE L'’IMMUNSERUM PRECIPITANT GELOSE (’) 


(PREMIERE PARTIE) 
par Jacguss OUDIN (*). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie microbienne.) 


Si l’immunochimie permet aujourd’hui, par diverses méthodes, 
la détection, l’identification et le dosage des anticorps au moyen 
de la précipitation spécifique, il semble que ces méthodes aient 
été généralement congues pour étre appliquées a des systémes 
précipilants simples, c’est-A-dire 4 des syst¢mes précipitants dans 
lesquels un seul antigéne rencontre au sein de l’immunsérum des 
anticorps capables de précipiter avec lui. [1 en est ainsi de la 
méthode de primo-floculation de Ramon [4], de celle, trés voi- 
sine, des proportions optimales de Dean et Webb [2], de la 
méthode quantitative de Heidelberger [3], et des méthodes plus 
Ou moins approximatives de dosage de l’antigéne ou des anti- 
corps par dilution de Pun ou de l’autre des deux réactifs. 

Aussi les méthodes classiques de l’immunochimie n’ont-elles 
été employées qu’assez rarement a des fins d’analyse d’une solu- 
tion d’origine biologique, sans étre associées a des méthodes 
chimiques ou physico-chimiques de fractionnement, telles que le 
relargage. Une telle association de moyens, combinant le frac- 
tionnement par des techniques diverses aux méthodes immuno- 
chimiques et en particulier 4 lépuisement des anticorps, a été 
appliquée a des matériels différents dans d’assez nombreux tra- 
vaux parmi lesquels ceux de Harris et Eagle [4] sur le sérum de 
cheval et sur le sérum humain, de Kendall [5] sur le sérum 
humain, de Marrack et D. Duff [6] sur le sérum de cheval, de 
P. Grabar et A. M. Staub [7] sur les antigénes charbonneux, de 


(*) Société frangaise de Microbiologic, séance du 3 juin 1948. 

(**) Ce travail a été exécuté avec la participation technique de 
M"e Simone Le Lous, collaboratrice de la recherche, du GC. N. R. S. 
Les injections et les saignées des animaux hyperimmunisés ont été 
faites par M. Marcel Challeil ; nous les remercions de leur concours 
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et reffers, Moore et Heidelberger [8] sur le sérum de cheval. Plus 


rarement, le sérum, type de mélange naturel d’antigénes dont 
beaucoup sont doués, en outre, de la fonction anticorps, a été, ce 


la part d’autres auteurs (Ando et ses collaborateurs [9] par 


exemple), l’objet d’études plus strictement immunochimiques par 
leurs moyens (1). 
Des méthodes purement physiques ou physico-chimiques — 


_relargage ou méthodes apparentées de précipitation par les sol- 


vants organiques, ultra-filtration, ultra-centrifugation, électropho- 
rése — permettent de dénombrer, et souvent d’identifier par cer- 
tains de leurs caractéres physiques ou chimiques, les substances 
a grosses molécules contenues dans un mélange. 

L’immunochimie doit étre capable de permettre, a elle seule, 
une analyse du méme ordre, en distinguant les substances grace 
a leur spécificité antigénique. 

La spécificité antigénique est, bien que non susceptible d’une 
expression numérique, un caractére beaucoup plus « personnel » 


- que ceux qui servent de critéres de différenciation aux méthodes 


ae a a a 


physico-chimiques ; elle est, en outre, au moins pour les moleé- 
cules protéidiques, d’un intérét biologique plus grand, puis- 
qu’elle porte, en quelque sorte, la marque de l’origine de ces 
molécules dans l’organisme et de la place occupée parmi les étres 
vivants par l’espéce qui les a produites, comme |’ont montré les 
travaux de Landsteiner. 

Il n’est d’ailleurs pas assuré qu'une méthode d’analyse pure- 
ment immunochimique fasse double emploi avec les méthodes 
physico-chimiques. Il se peut, en effet, que les diverses classes 
parmi lesquelles l’immunochimie répartirait les substances d’un 
mélange naturel, ne se superposent pas exaclement aux classes 
parmi lesquelles- les méthodes physico-chimiques auront réparti 
les mémes substances. [] n’est nullement exclu, par exemple, que 
deux substances susceptibles d’étre distinguées par |’électropho- 
rése ou par le relargage puissent avoir la méme spécificité anti- 
génique ni, réciproquement, qu’une fraction d’électrophorése ou 
de relargage apparemment homogéne puisse contenir des anti- 
genes de spécificité différente (2). D’autre part, on ne peut 


(1) Il faudrait également citer ici la méthode récemment mise au 
point par Naylor [40], dont nous avons eu connaissance au cours de 
la rédaction de ce mémoire, grace a l’obligeance de son auteur et du 
Dr Coombs ; cette méthode, qui conjugue la primo-floculation de 
Ramon et les proportions optimales de Dean et Webb, aboutit, par 
V’étude des courbes « isochrones » (voir Boyd [411]) au dénombrement 


_ des antigénes contenus dans un mélange. 


(2) ‘Par exemple: Gell et Yuill [42], travaillant sur des fractions 
d’albumine de sérum de cheval préparées par Kekwick [43], trouvent 
qu’une de ces fractions donne, avec plusieurs antisérums, deux zones 
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espérer, avec beaucoup de vraisemblance, tirer de Vimmuno- 
chimie une méthode de séparation telle que celles dont se 
doublent les méthodes physico-chimiques d’analyse. a 

Enfin, les conditions physiologiques de pH et de salinité qui 
conviennent aux réactifs, trés doux, de l’immunochimie, semblent 
adaptées a la fragilité des substances qu’ils serviront 4 étudier. 


L’analyse immunochimique qualitative se proposera donc, avec 
les anlicorps pour seuls réactifs, les buts suivants : 

1° Dénombrer d’une maniére aussi compléte que possible !es 
antigénes contenus dans un mélange ; 

2° Chercher a identifier les anligénes contenus dans un 
mélange d’origine donnée, grace a la spécificité homologue ou 
hétérologue des antigénes qu’on pourra trouver dans des mélanges 
d’origine différente ou dans des produits de fractionnement ; 
grace, également, aux renseignements portant sur d’autres carac- 
téres des antigénes que leur spécificité, qui pourront étre fournis 
par leur réaction avec les anticorps. 

Nous nous sommes efforcé d’élaborer une méthode propre a la 
réalisation de ce programme [44, 15]. Le présent travail a pour 
objet exposé critique de cette méthode. 


-I. — Principe d’une méthode d’analyse immunochimique. 


§ 1. — On dispose’ l’une au-dessus de l'autre, dans un tube, 
sans les mélanger, deux couches liquides contenant en solution, 
l'une, les anticorps, l’autre l’antigéne unique d’un systéme pré- 
cipitant simple. Nous supposerons qu’il est possible de faire en 
sorte que le précipité formé par la combinaison des deux réactifs 
échappe a Vaction de la pesanteur. On réalisera pratiquement 
celle condition en gélifiant les deux couches, ou seulement celle 
qu’on désire observer. L’état gélifié, la nature et la concentra- 
tion de Ja substance gélifiante, modifient la marche de la diffu- 
sion ; mais nous croyons pouvoir considérer leur influence comme 
négligeable dans le raisonnement suivant ot l’aspect quantitatif 
de la question n’est pas envisagé. 


Pour simplifier et pour schématiser le probléme extrémement.- 


complexe qui est ainsi posé, en le ramenant A un probléme mieux 
connu, nous admettrons encore que la combinaison des deux 
réactifs donnera naissance & des composés insolubles A tous les 
niveaux du tube ot leurs concentrations auront, par l’effet de la 
diffusion, alteint des valeurs telles qu’il se formerait un préci- 


de floculation par la méthode des proportions optimales, alors qu’elle 
parait homogéne a l’ultracentrifugation et aA V’électrophorése. D’autre 
part, deux substances de méme _ spécificité antigénique peuvent dif- 


férer par une partie de leur molécule ct étre distinguées par des 
moyens physico-chimiques. 


ACY 
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pité dans un volume appréciable de mélange contenant les mémes 


\ 


réactifs aux mémes concentrations respectives (8). 

§ 2. — a) Lorsque les conditions initiales requises pour que le 
précipité se forme dans la couche d’anticorps se trouveront réa- 
lisées, on observera une zone de précipitation s’éloignant de la 
couche d’antigéne et séparée de l’interface par une région de 
précipité moins dense (zone d’inhibition par excés d’antigéne). 

b) Lorsque les conditions initiales requises pour que le préci- 
pité se forme dans la couche d’antigéne se trouveront réalisées, 
on observera une précipitation envahissant une région de plus 
en plus étendue de la couche d’antigéne, sans zone d’inhibi- 
tion (4). 


(3) Des réserves seraient a faire, qui n’affectent d’ailleurs pas l’aspect 
qualitatif de la question, et l’on ne saurait passer aussi facilement de 
ce qu’on observe a ]’état «. statique » dans un mélange en proportions 
inaltérables, & ce qui se passe & un niveau donné d’un tube ow les 
proportions des réactifs sont en perpétuel changement du fait de 
VYaugmentation continue de la concentration de ]’un deux ; ainsi fau- 
drait-il peut-étre envisager les effets de l’addition progressive d’anti- 
géne comme dans le phénoméne de Danysz. 

Ce postulat simplifié néglige encore le temps de formation du pré- 
cipité : 4 moins de le supposer nul, il est clair que le précipité, formé 
d’abord, dissous ensuite par l’antigéne en excés, toujours avec un 
certain retard, ne sera jamais exactement proportionnel a celui qui 
se formerait au bout d’un temps appréciable dans un mélange en pro- 
portions fixes des deux réactifs aux mémes concentrations respectives 
gu’ils ont A un moment donné au niveau considéré. On _ s’accorde 
4 distinguer successivement dans le temps: 1° la combinaison des 
deux réactifs ; 2° l’agrégation des composés formés, pour donner des 
complexes insolubles (deuxiéme phase, -spécifique selon Heidel- 
berger [16] et Marrack [47], non spécifique selon Hooker et Boyd [48]). 
La vitesse de combinaison parait étre trés grande puisque, dans la 
réaction des polyosides pneumococciques des types III et VIII avec les 
anticorps homologues de cheval, Mayer et Heidelberger [49] trouvent 
qu’en moins de trois secondes (temps minimum qu’ils aient pu 
essayer), la combinaison est compléte 4 moins de 10 p. 100 pres. Il 
est, au contraire, d’observation courante, qu’un mélange antigéne- 
anticorps centrifugé au bout d’un temps beaucoup plus long (plu- 
sieurs minutes par exemple) continue a précipiter. 

C’est évidemment dans les premiers instants de la réaction, alors 
qu’une concentration donnée du réactif diffusant passe le plus rapi- 
dement d’un niveau» A un autre, que l’hypothése simplificatrice ci- 
dessus doit se trouver le plus en défaut. 

(4) Ceci sera vrai toutes les fois qu’on se servira d’anticorps de 
Lapin et plus généralement d’anticorps tels qu’une augmentation de 
leur quantité mélangée 4 un volume constant d’une méme solution 
d’antigéne n’entraine pas une diminution de la quantité de précipité 
formé ; c’est donc également le cas des antipolyosides de Cheval, mais 
non celui des antitoxines de Cheval. 
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c) Une troisiéme éventualité intermédiaire entre a et. b serail 
celle ot la précipitation se produirait au voisinage de Vinterface, 
sans déplacement appréciable vers lune ou l'autre des deux 
couches. 

On ne peut guére s’altendre qu’il se produise simultanément 
une diffusion des deux réactifs en sens opposé, quil y ait, 
par exemple, une diffusion des anticorps vers la couche d’anti- 
géne quand la précipilation se produit dans la couche d’anti- 
corps (5). Dans ce cas, en effet, l’antigene neutralisera et insolubi- 
sera sur place les molécules d’anticorps & mesure que la diffu- 
sion l’aménera a pénétrer plus avant dans leur couche. 

On peut prévoir que, pour un systéme précipitant donné, les 
concentrations initiales des anticorps et de l’antigéne joueront 
un role prépondérant dans les conditions nécessaires a l'une ou 
a Vautre des trois éventualités ci-dessus ; il existera sans doute 
une relation entre le rapport des concentrations initiales des deux 
réactifs, compatible avec la troisiéme éventualité c, et le rapport 
dans lequel les mémes réactifs se combinent 4 l’équivalence, dans 
les conditions habituelles de la précipitation en milieu liquide. 

§ 3. — En tout cas, un systéme précipitant ne comportant qu’un 
seul anligéne ne peut donner lieu, dans la couche d’anticorps, 
qu’a une seule zone de précipité. La méthode quantitative de 
Heidelberger permet d’établir la courbe des poids d’azole préci- 
pité (6) en fonction des quantités d’antigéne mélangées 4 une 
quantilé constante d’anticorps. Nous ne connaissons pas d’exemple 
qu'une telle courbe ait présenlté plus d’un maximum france dans 
le cas d’un antigéne incontestablement unique. 

Le maximum resterail unique si, dans l’établissement de la 
courbe, on portait, en abscisses, ‘une fonction croissante ou 
décroissante des quantités d’antigéne, au lieu de ces quantités 
elles-mémes. Or, il ne fait guére de doute que la concentration 


de l’antigéne diffusant soit ici une fonction décroissante de la 
distance a Tinterface. 


(5) Nous devons reconnaitre que ceci ne parait pas étre objecti- 
vement évident puisque Adair [20], dans ses essais d’application des 
lois théoriques de la diffusion a la méthode de l’indicateur (cas de 
ClNa diffusant dans un gel qui contient No,Ag), tient compte (p. 770) 
de la diffusion du nitrate d'argent. Le fait (voir plus bas et fig. 3) 
que la densité de précipité (voir § suivant) ne semble varier que peu 
ou pas lorsque la zone s’éloigne de l’interface au cours du temps, 
semble constituer au moins une présomption en faveur de Vaccepta- 
bilité, en pratique, de notre manidre de voir. 

(6) Le poids de précipité n’est sensiblement proportionnel au poids 
d’azote précipité que dans le cas des antigénes holoprotéidiques ; la 


généralisation de ce qui suit, méme aux antigénes non azotés, parail 
cependant légitime. 


a 
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Si, lorsque la précipitation se produit dans la couche d’anti- 
corps, les anticorps ne diffusent pas en sens contraire de l’anti- 
géne a travers la zone de précipitation, pour les raisons que nous 
avons dites, la concentralion des anticorps libres ou précipités 


_ doit pouvoir étre considérée comme constante sur toute la hau- 


teur de leur couche. 

Nous appellerons densité de précipilé la quantité de préci- 
pité par unilé de volume; dans un tube cylindrique, on peut 
l'admettre comme constante en tous les points équidistants de 
Vinterface ; elle sera définie avec plus de précision comme la 
dérivée de la quantité totale de précipilé contenue dans le tube 
entre l’interface et un niveau donné, par rapport a la distance 
de ce niveau a linterface. De méme que le poids d’azote préci- 
pité dans le cas des courbes citées plus haut, la densité de pré- 
cipité ne passera pas par plus d’un maximum lorsqu’un seul 
antigéne sera en cause. 

Si Pon observe plus d’un maximum, i] faut en conclure qu’il 
ne s’agit pas d’un systéme simple, mais que le nombre des anti- 
génes contenus dans l'une des couches et capables de 
précipiter avec les anticorps contenus dans l’autre couche 
nest pas inférieur 4 celui des maximums de densité de précipilé 
observés dans cette derniére ; i] peut lui étre supérieur 1° si la 
précipitation due 4 l'un des antigénes se fait en totalité dans la 
couche d’antigéne, comme nous en avons prévu la _ possibilité 
dans cerlaines conditions de concentration ; 2° si deux ou plu- 
sieurs maximums sont situés a des niveaux trop rapprochés 
pour pouvoir étre distingués. Pour ces raisons, le nombre des 
maximums observés doit étre considéré comme une limite infé- 
rieure du nombre des antigénes présents. 

§ 4. — L’éventualité d’un phénoméne du type de celui de Licse- 
gang, caractérisé par une précipitation qui progresse d’une 
maniére non pas continue, mais périodique (ou rythmique), pour- 
rait cependant mettre notre conclusion en défaut, 

Les phénoménes de cette nature, dans la précipitation de 
réactifs minéraux, surtout en milieu gélifié, ont été objet de trés 
nombreux travaux (voir par exemple Hedges [24], S. Veil [22], 
M. F. Taboury et F. J. Taboury [23]). Parmi les auteurs qui ont, 
jusqu’ici, étudié a des fins diverses, théoriques ou appliquées 
a la bactériologie, Ja diffusion des antigénes dans des gels conte- 
nant les anticorps (Bechhold [24], Reiner et Kopp [25], Petrie [26], 
Sia et Chung [27], Kirkbride et Cohen [28], R. Brown [29], Petrie 
et D. Steabben [30], Elek [34]) et, dans ses travaux encore iné- 


‘ dits, Ouchterlony [82] (7), la plupart ont signalé l’apparition de 


(7) Les travaux de O. Ouchterlony (du Statens Bakteriologiska labo- 
ratorium de Stockholm), entrepris a des fins  bactériologiques 
avec des techniques, différentes des ndétres, sont~ susceptibles d’étre 
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phénoménes apparentés, selon eux, a celui de Liesegang (24, 25, 
26, 29, 30, 34]. L’obscurilé qui entoure encore le mécanisme de 
tels phénoménes ne permet pas de prévoir les conditions néces- 
saires et suffisantes A leur apparition dans les réactions du type de 
celles que nous étudions; c’est pourquoi l’objection quils sus- 
cilent ne peut étre envisagée plus avant dans la partie théorique 
de ce travail, et sera éludiée a la lumiére des fails expérimentaux 
(voir plus bas : causes d’erreur p. 45). 

Il nous faudra également signaler des exceptions, révelées par 
lexpérience, & nos conclusions théoriques. 

Remarquons en outre, dés maintenant, que le maximum de 
densité de précipité dans une colonne de gel, n’est pas aisément 
discernable d’une maniére directe, c’est pourquoi l’on se conten- 
tera, en pratique, d’observer le maximum de lumiére diffusée en 
éclairant le précipité obliquement sur fond noir (type d’éclairage 
qui a servi a nos photographies) ou le maximum de lumiére 
absorbée, le précipité étant vu par transparence sur un fond 
lumineux. 

Dans la pratique, également, on emploiera, au leu des 
anticorps, l’immunsérum complet, et lon préparera des témoins 
destinés 4 déceler des précipitations non spéciliques éventuelles. 


II. — Techniques. 


Nous avons choisi comme substance gélifiante l’agar-agar, de préfé- 
rence & Ja gélatine, dont le point de fusion trop bas rend l’emploi peu 
commode. 

§ 1. Préparation de la gélose. — On lave & plusieurs reprises, dans 
Veau bidistillée, un poids connu d’agar-agar coupé fin, qu’on dissout 
dans l’eau bidistillée et qu’on mélange & du sérum de Lapin neuf, 
ajouté a raison d’environ 10 p. 100 d’une solution d’agar-agar 4 environ 
4 p. 100; on chauffe & autoclave vers 115° pendant quinze minutes. 
Au sortir de l’autoclave et avant que la gélose ne soit solidifiée par 
refroidissement, on centrifuge & 7.000 tours environ par minute, jus- 
qu’a lobtention d’un liquide surnageant parfaitement limpide a 1’état 
liquide. Le collage au sérum semble donner une plus grande limpidité 
au milieu. La teneur approximative du milieu en gélose séche, qui a 
diminué du fait de Ja centrifugation, est déterminée par pesée du 
résidu sec d’une préparation de gélose 4 la méme concentration primi- 
tive, faite dans des conditions identiques, & l'exception de l’addition 
de sérum ; le poids sec en est d’ailleurs peu différent de celui de la gélose 
collée. A l’ensemble des surnageants de centrifugation, on ajoute de 
l’eau et du chlorure de sodium, de maniere ’ avoir une concentration 
saline d’environ 0,85 p. 100 et une teneur en gélose séche d’environ 
2,4 p. 100. 


appliqués A l’analyse immunochimique telle que nous l’avons définie ; 
nous le remercions de nous en avoir spontanément communiqué le 
texte avant leur publication. : 
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On répartit dans des tubes de verre qu’on scelle A la flamme et qu’on 
stérilise par chauffage 4 100° pendant trente minutes dans l’autoclave 
ouvert, deux fois, 4 vingt-quatre heures d’intervalle. 

§ 2. Préparation des tubes et des cuves d’immunsérum gélosé. — On 
a adopté pour le présent travail une concentration finale de gélose 
égale 4 0,3 p. 100 du mélange et, dans presque tous les cas, une con- 
centration de sérum total de lapin égale 4 50 p. 100. On améne donc 
Vimmunsérum, s’il y a lieu, A une concentration double de sa con- 
centration finale dans le mélange, par dilution dans du sérum de lapin 
neuf, l’un et l’autre sérum ayant été soigneusement centrifugés. On 
mélange, dans un bain a la température de 46°-48° le sérum A une 
solution de gélose en surfusion amenée a la concentration de 0,6 p. 100 
par dilution dans l’eau salée 4 0,85 p. 100. 

Les constituants du mélange ont été, préalablement, additionnés d’un 
antiseptique convenable en quantité suffisante pour empécher l’appa- 
rition ultérieure de culture microbienne ; nous nous servons habituel- 
lement d’éthyl-mercuri-thio-salicylate de sodium (Merthiolate de Eli 
Lilly et Co ou Thiomersalate de B. D. H.) & 1/10.000. 

On répartit ce mélange jusqu’é la hauteur voulue (généralement de 
3 a6 cm.) dans des tubes ou dans des cuves qui ont été soumis 4a un 
traitement préalable pour les raisons qui vont étre dites : contrairement 
a la gélatine, la gélose n’adhére pas au verre et peut aisément étre 
démoulée. C’est probablement la raison pour laquelle, si l’on superpose 
Vantigéne au gel d’immunsérum coulé dans le tube au contact direct 
du verre, une mince lame de solution d’antigéne, surtout quand celle-ci 
est dense, s’insinue souvent entre la colonne de gel et la paroi, et un 
précipité spécifique s’y produit ; la diffusion de l’antigéne ne se faisant 
plus seulement par la partie supérieure de la colonne de gel, les fron- 
tires de précipité, au lieu de devenir rapidement planes, prennent 
des formes irréguliéres, ce qui rend la lecture parfois difficile, et en 
tout cas aspect des tubes inélégant. Nous avons remédié a cet incon- 
vénient par le moyen empirique suivant : les tubes et les cuves, chauffés 
4 60° ou 70°, sont emplis d’une solution de gélose 4 environ 1 p. 100, 
portée A la méme température ; on les vide aussitdt et on les plonge 
dans un bain a 0° ; leur surface intérieure est ainsi revétue d’une couche 
de gélose qu’on desséche ensuite en placant les tubes dans le vide 
en présence d’acide sulfurique. La présence de cet enduit se révéle par 
un aspect opalescent et moiré qui disparait dés qu’on coule le sérum 
gélosé. Grace a celte précaution, 1|’inconvénient presque constant 
signalé plus haut devient exceptionnel. 

Dans les tubes et dans les cuves contenant l'immunsérum gélosé, 
on distribue ensuite les solutions d’antigéne ; on bouche soigneuse- 
ment ; les cuves sont bouchées avec de la paraffine 4 une température 
proche de son point de fusion, ou, mieux, avec de la cire, ramollie 
par un chauffage modéré, qu’on recouvre ensuite d’une mince couche 
de baume de Canada. 

Les tubes et les cuves doivent étre maintenus, comme on le verra, 4 
une température constante ou au moins sans changements rapides ; il 
est bon de porter le gel et l’antigene 4 la température définitive avant 
de les mettre en contact l’un avec l’autre. Cette température est, 
en fait, de 22°5 dans la plupart des cas du présent travail. On répartit 
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les solutions d’antigéne dans les tubes et dans les cuves sur une hau- 
teur de 2 4 3 cm. : 

§ 3. Durée d’observation. — La durée d’obseryation exctde rarement 
huit ou dix jours ; dans des délais plus longs, des phénoménes secon- 
daires parasites doivent se produire, car il nous est arrivé, sur des 
tubes évoluant depuis beaucoup plus longtemps, d’observer des résul- 
tats inconstants et incohérents. 

¢ 4. Photographie. — En vue de la photographie, nous employons 
en général des cuves & faces paralléles dont la lumiére mesure environ 
1,5/5 mm. de section. Un des avantages des cuves est de donner des 
images dont l’intensité, sous un éclairage convenable, est constante 
sur une méme perpendiculaire & l’axe de la cuve, et de rendre ainsi 
possibles des tracés microphotométriques. En outre, leur faible épais- 
seur intérieure nous a permis de distinguer des frontiéres voisines plus 
netltement que dans des tubes cylindriques de calibre plus important. 

La photographie des cuves peut ¢tre faite par contact direct avec la 
plaque sensible, l’éclairage étant fourni par une source éloignée ou par 
un faisceau de lumiére paralléle ; elle donne alors, sur le tirage positif, 
une image foncée des zones de précipitation, sur fond clair. Mais toutes 
les photographies reproduites dans ce mémoire ont été faites en éclairant 
les cuves et les tubes obliquement sur fond noir. Notre éclairage a été 
constitué par deux rampes qu’on peut placer, soit verticalement, laté- 
ralement et, autant que possible, symétriquement, & une distance 
variable de la verticale qui coupe Vaxe de lobjectif et du milieu de 
Vobjet, soit horizontalement au-dessus et au-dessous de cet axe et, dans 
les deux cas, 4 une distance variable de l’objet. Cet éclairage, bien que 
sensiblement symétrique, est malheureusement imparfait, car il serail 
souhaitable que la lumiére soit paralléle et donne un éclairement cons- 
tant sur tout le champ photographié. 

Les photographies sont, en général, prises directement’ agrandies 
(x 1,5 pour les photographies publiées dans ce mémoire, sauf indication 
contraire). Les photographies publiées sont des tirages positifs, et les 
zones de précipitation y figurent en clair sur fond noir ; au contraire, 
dans les tracés microphotométriques, pris sur les négatifs, la lumidre 
absorbée par le cliché est une fonction croissante de la lumidre diffusée 
par les zones de précipitation. 


fin vue de discuter les principes, énoneés plus haut, de notre 
méthode, nous envisagerons maintenant les résultats que cette 
méthode fournit quand on l’applique a des systémes précipitants 
dans lesquels le nombre des antigénes mis en présence d’anti- 
corps avec lesquels ils réagissent, dans des conditions favorables 
a la réaction, est connu. _ 

Ceci nous aménera a ¢tudier successivement des syslémes pré- 
cipitants simples, des systémes précipitants complexes et des 
systémes précipitants multiples que nous définirons le moment 
venu. L’étude des syslemes précipitants complexes et multiples 
sera faite dans la deuxiéme partie de ce mémoire. 


Toutes nos observations ont été faites avee des immunsérums 
de Lapin. 
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II. — Systémes précipitants simples. 
A. — SysTEME SIMPLE TYPE : 


OVALBUMINE DE POULE EN REACTION HOMOLOGUE. 

Nous prendrons tout d’abord pour type de systéme précipitant 
simple, c’est-a-dire de systéme précipitant dans lequel un seul 
antigéne (ou hapténe) réagit avec les anticorps homologues ou 
hétérologues, celui que forme l’ovalbumine cristallisée de Poule, 
type commode d’antigéne bien défini, avec l’immunsérum homo- 
logue. 

Nous passerons ensuite plus rapidement en revue plusieurs 
autres systémes précipitants simples ou se présentant comme tels. 


CHOIx DU REACTIF DIFFUSANT. — 1° Quand l’ovalbumine diffuse 
dans un milieu gélifié contenant les anlicorps (fig. 1), la zone de 


Fic. 4. Fie: 2. 


Fic. 1. — Réaction de lovalbumine de Poule (couche supérieure, liquide) avec 
Vimmunsérum homologue de Lapin (couche inférieure, gélifiée); le réactif 
diffusant est l'antigéne. Le tracé microphotométrique (*) a été fait a partir du 
négatif. On suppose les abscisses proportionnelles & T= TI/Ip, I étant la 
lumiére transmise a la cellule du microphotométre et 1) la lumiére émise. 
On a porté en ordonnées les distances h des différents niveaux a l’interface 
(qui correspond au zéro de l’échelle). Le tracé a été amené par réduction pho- 
tographique 4 la méme échelle que Ja photographie. 

Fic. 2. — Méme réactifs que figure 1, mais ici ce sont les anticorps qui dif- 
fusent & partir de la couche supérieure, liquide (immunsérum pur) dans la 
couche inférieure gélifiée (ovalbumine de Poule a 3 y d’azote par centimétre 
cube de gel). La photographie a été prise huit jours aprés le début de la 
réaction. 


précipitation, limitée en bas par une fronti¢re extrémement nette, 
est surmontée d’une région dans laquelle la concentration ¢élevée 
de l’antigéne provoque la dissolution partielle ou totale du pré- 
cipité. 

(*) Nous remercions M™ Guilmart (du laboratoire de M™ Ramart-Lucas) 4 qui nous deyons 
es tracés microphotométriques présentés dans ce mémoire. 
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2° Quand les anticorps diffusent, 4 partir du sérum liquide, 
dans un milieu gélifié contenant l’antigéne 4 une concentration 
suffisamment faible (par exemple 3 y d’azote d’ovalbumine par 
centimetre cube de gel, fig. 2) la « densité de précipité », apres 
avoir augmenté rapidement sur une faible hauteur, continue a 
croitre en pente plus douce jusqu’a l’interface. 

La premiére de ces deux techniques est la plus intéressante, 
pour les fins que nous nous proposons actuellement ; en effet, 
dans le cas ou plusieurs antigénes réagiraient dans le méme tube, 
la zone d’inhibition (invisible avec la deuxiéme technique, dans 
tous les cas ot l’on utilisera des anticorps de Lapin), donnerait 
une plus grande probabilité & une zone quelconque de ne pas 
masquer une ou plusieurs autres zones éventuelles, plus rap- 
prochées de Vinterface. 

C’est pourquoi il ne sera plus question, dans la suite de ce 
mémoire, que des résultats de la premiére technique (anticorps 
dans le milieu gélifié). 


PRINCIPAUX FACTEURS QUI INFLUENT SUR LA MARCHE DU PHENO- 
mine. — § 1. — Nous ne ferons ici que les énumérer, ne nous 
y alltardant que dans la mesure ot ces facteurs influent sur 
Vaspect qualitatif de la question, . 

La distance de la frontiére & interface augmente avec le temps : 
dans le cas général ott une substance, incorporée A une colonne 
de gel, réagit visiblement avec une autre substance diffusant 
dans le gel, Ja théorie indique que la distance de |’interface au 
niveau atteint par la réaction est proportionnelle 4 la racine 
carrée du temps, lorsque la concentration de la substance diffu- 
sante reste constante dans la solution en contact avec le gel (voir 
J. Duclaux [83] II-8); bien que cette condition ne soit évidem- 
ment pas réalisée ici pour l’antigéne, nous retiendrons cette loi 
comme une indication suffisante de l’influence du temps sur la 
distance de interface 4 la frontiére de précipitation. 

Les autres facteurs principaux peuvent se classer en deux calé- 
gories selon que leur accroissement provoque : a) une augmen- 
tation, ou b) une diminution de la distance franchie par la fron- 
tire dans le méme temps. a) La concentration initiale de ]’anti- 
gene, la concentration des substances autres que l’anligéne qui 
peuvent se trouver en solution avee lui, la température, appar- 
liennent & la premiére catégorie. b) La concentration des anti- 
corps, la concentration des substances autres que les anticorps 
qui peuvent se trouver en solution avec eux dans la couche 
gélifiée, la concentration de cette couche en agar-agar, appar- 
iennent a la deuxiéme calégorie. Les expériences qui confirment 


celle classification seront exposées dans des publications ulté- 
rieures. 
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Si l’on ne se limitait pas au cas d’un antigéne donné, d’autres 
facteurs seraient A considérer, qui varient avec la nature de l’anti- 
géne : le coefficient de diffusion de l’antigéne, le rapport anti- 
corps/antigéne dans le précipilé formé a l’équivalence [fonctions 
Yun et l’autre du poids moléculaire de l’antigéne (10)], la solu- 
bilité plus ou moins grande des complexes formés... 

De certaines de ces variables nous ne dirons ici rien de plus ; 
nous ne retiendrons que le temps et les concentrations des deux 
réactifs, pour étudier rapidement leur influence, moins. sur 
lespace franchi par la frontiére, que sur la densité de précipité 
aux différents niveaux de la zone. Nous reviendrons sur ]’influence 
de la température quand nous envisagerons les causes d’erreur 
dans le dénombrement des antigénes. 

§ 2. Influence du temps. — On peut s’en faire une idée d’aprés 


Fic. 3. — Evolution du tracé au cours du temps, dans la réaction de l’ovalbu- 
mine de Pople ayec l'immunsérum homologue de Lapin. Les trois tracés sont 
ceux des négatifs de trois cuves qui contenaient les deux réactifs aux mémes 
concentrations initiales (ovalbumine 4 1,58 mg. d’azote par centimétre cube; 
immunsérum 4 la dilution 1/2 dans le gel). La réaction évolue depuis neuf 
jours (A), quatre jours (B), un jour (C). 


Vaspect des trois tracés réunis sur la figure 3, et d’apreés les trois 
images réunies sur la planche I, qui paraitra avec la deuxiéme partie 
de ce mémoire. Les trois cuves contenaient le méme immunsérum 
anti-ovalbumine a la concentration 1/2 dans le gel et la méme solu- 
tion d’ovalbumine, 4 la méme concentration initiale de 1,58 me. 
d’azote par centimétre cube, répartie dans les trois cuves respec- 
tivement un jour, quatre jours et neuf jours avant la photographie, 
afin que les distances des frontiéres a |’interface y soient dans les 
rapports d’environ 1/2/3. 

Il est A remarquer que, malgré l’imperfecltion probable de notre 
éclairage, les maximums des trois tracés sont sensiblement égaux. 
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Ceci tendrait a confirmer l’idée que l’antigéne diffusant rencontre 
sensiblement la méme concentration d’anticorps libres a tous les 
niveaux de la colonne de gel, 4 mesure que la frontiére les atteint. 
On pourrait encore observer, sur le graphique et sur les photo- 
eraphies, que l'image semble évoluer au cours du temps comme s! 
la distance de l’interface & un niveau quelconque de densité de 
précipité constante, restait grossiérement proportionnelle a la dis- 
tance franchie par la frontiére. 

§ 3. Influence de la concentration des anticorps. — Nous avons, 
pour |’étudier, donné aux concentrations des anticorps, dans les 
milieux gélifiés de trois cuves différentes, des valeurs proportion- 
nelles 4 1, 3,16 et 10; le milieu le plus concentré en anticorps 


| us 


Fic. 4. — Influence de la concentration des anticorps sur le tracé, dans la réac- 
tion de lovalbumine de Poule avec ’immunsérum homologue de Lapin. Dans 
les couches gélifiées des trois cuves dont les négatifs ont servi A faire les 
tracés, la concentration des anticorps variait proportionnnellement a 4, 3,16 
et 10 (en A, B et C). La concentration initiale de l antigéne était la méme dans 
les trois cuyes. Les temps ont été calculés pour que la distance de la fron- 
tigre a l'interface soit sensiblement la méme dans les trois cuves. 


contenait pour 38/4 de son volume le méme immunsérum que précé- 
demment ; les milieux des deux autres cuves contenaient, pour 3/4, 
les dilutions 4 1/3,16 et & 1/10 du méme immunsérum dans du 
sérum de Lapin neuf. L’antigéne a été réparti dans les trois cuves 
a la méme concentration (1,58 mg. d’azote d’ovalbumine par 
centimétre cube) mais a des temps différents et calculés (8) pour 
que la distance de l’interface A la frontiére soit environ Ja méme 
dans les trois cuves au moment de Ja photographie qui sera 
reproduite dans la deuxiéme partie de ce mémoire (planche 1). 

Les tracés (fig. 4) donnent une idée plus précise que la photo- 
graphie de la différence de luminosité (par éclairage latéral) de la 


(8) Ce calcul a été fait A l'aide des lois quantitatives qui seront l’objel 
d’une publication ultériecure. 
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zone de précipitation spécifique dans les trois cas ; les distances 


des maximums des trois tracés aux points de méme abscisse qui 
correspondent 4 une lumiére transmise nulle, sont trés grossiére- 
ment proportionnelles aux concentrations des anticorps dans le 
gel (repectivement 1,3/3/8,7 et 1/3,16/10). 

§ 4. Influence de la concentration initiale de l’ antigéne. — Nous 


_ avons réparti, dans trois cuves différentes, des milieux gélosés 


de méme concentration en anticorps (le méme immunsérum que 
précédemment, a raison de 1/2 du volume du gel); nous avons 
donné aux concentrations initiales d’ovalbumine dans les trois 
cuves des valeurs proportionnelles a 1, 3,16 et 10, la plus concen- 


 trée des trois solutions contenant 5 mg. d’azote d’ovalbumine par 


Fic. 5. — Influence de la concentration initiale de l’antigéne sur le tracé, da s 
la réaction de l’ovalbumine de Poule avec limmunsérum homologue du 
Lapin. Dans les couches supérieures, liquides, des trois cuves dont les 
négatifs ont servi a faire les tracés (9), la concentration de lantigéne variait 
proportionnellement a 1, 3,16 et 10 (en C, B et A). La concentration des 
anticorps dans le gel était la méme pour les trois cuves. Les temps ont été 


calculés pour que la distance de la frontiére 4 Vinterface soit sensiblement 
la méme dans les trois cuves. | 


centimétre cube ; le temps (différent pour les trois cuves) écoulé 
entre le début de la réaction et la photographie (simultanée pour les 
trois cuves) a été calculé (8) de telle sorte que la distance de l’inter- 
face a la frontiére soit environ la méme dans les trois cuves au 
moment de la photographie (cette photographie sera reproduite 
sur la planche I qui paraitra avec la deuxiéme partie du présent 
mémoire). 

On voit sur les tracés (fig. 5) que les maximums atteignent des 
hauteurs trés voisines (9) et lon peut en conclure que la concen- 


(9) L’imperfection de léclairage fourni par deux rampes verticales, 
latérales et sensiblement symétriques, rend compte de la légére diffé- 
rence entre le maximum du tracé B (cuve médiane) et les maximums 
de A et C (cuves latérales symétriques) sensiblement égaux entre eux. 
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tration initiale de J’antigéne n’influe que peu ou pas sur le 
maximum de densité de la zone de précipitation spécifique. 

Au contraire, la pente du tracé, immédiatement au-dessus du 
maximum, est d’autant plus forte que la concentration initiale 
de l’antigéne est plus élevée : a distance égale entre |’interface 
et la frontiére, plus la concentration initiale de l’antigéne est 
grande, et plus s’accroit l’étendue de la zone d’inhibition aux 
dépens de la zone de précipitation. 


CoNDITIONS D’APPARITION DE LA ZONE DE PRECIPITATION SPECIFIQUE 
DANS LE GEL. — § 1. — Outre-l’action du temps, qui semble nulle 
sur le maximum de densité du précipité, nous retiendrons des 
quatre paragraphes précédents : 1° que la distance franchie par 
la frontiére en un temps donné est une fonction décroissante de la 
concentration des anticorps, et une fonction croissante de la con- 
centration initiale de l’antigéne ; 2° que le maximum de densité 
de la zone spécifique est une fonction croissante de la concentra- 
tion des anticorps et ne semble pas varier en fonction de la con- 
centration iniliale de l’antigéne. 

Ceci permet de comprendre que la variation au-dela de cer- 
taines limiles des deux facteurs principaux (concentration des 
anlicorps dans le gel et concentration initiale de Vantigeéne au- 
dessus du gel) est, pour un systéme précipitant simple donné, 
incompatible avec la formation d’un précipité dans le gel, ou 
avec sa perceptibilité 

1° Quelle que soit la concentration initiale de l’antigéne, il existe 
une valeur de la concentration des anlicorps au-dessous de laquelle 
le maximum de densité de la zone est trop faible pour que cette 
zone soit perceptible. 

2° Comme nous l’avons laissé prévoir en exposant le principe 
de la méthode, il existe, pour chaque concentration-a des anti- 
corps, une valeur g, de la concentration iniliale d’antigéne au- 
dessous de laquelle le précipité n’apparait pas dans le gel, mais 
se forme dans la couche liquide de solution d’antigéne ; il est 
vraisemblable que le rapport de ces deux valeurs varie, pour des 
antigénes différents, dans le méme sens que le rapport de com- 
binaison des deux réactifs a l’équivalence. 

En pratique, lorsque Ja concentration initiale de lantigéne est 
suffisamment importante, la frontiere de précipitation, qui avait 
au départ la forme de Vinterface (ménisque), devient assez rapi- 
dement. plane et perpendiculaire & Vaxe du tube ou de la cuve 
(comme sur les photographies). Au contraire, pour les valeurs les 
plus faibles de la concentration d’antigéne, compatibles avee la 
pénétration d’une zone dans le gel, le déplacement de la frontidre 
en fonction du temps est presque nul; la frontiére ne devient 


jamais plane, mais, trés proche de Vinterface au centre du 


Ei eee ee Ee eC 


-L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE QUALITATIVE 45 


ménisque, elle ne s’en délache que légérement a la périphérie 


ou il est parfois difficile de la distinguer. En pareil cas, si la 
concentration des anticorps est assez éloignée du minimum dont 
il a été question précédemment, il suffit, dans un autre essai, de 
la diminuer par dilution pour que, la concentration initiale de 
antigéne restant la méme, la frontiére devienne plus aisément 
observable. 

§ 2. Le pouvoir de résolution de la méthode ne peut étre pré- 
cisé indépendamment de la nature de l’antigéne. En ce qui con- 
cerne l’ovalbumine, une concentration initiale de 0,01 mg. par 
centimétre cube a suffi pour provoquer la pénétration de la fron- 
tiére dans le gel, 4 condition d’employer un immunsérum suffi- 
samment dilué tout en donnant une zone de précipitation encore 
perceptible. Mais l’ovalbumine se classe parmi les protéides de 
poids moléculaire faible. La concentration minimale  décelable 
d’un antigéne de poids moléculaire plus grand serait vraisem- 
blablement plus forte, car le coefficient de diffusion de l’antigéne 
et le rapport anticorps/antigéne, a l’équivalence, seraient tous deux 
moins élevés (10). 


CAUSES D’ERREUR ET LEUR ELIMINATION. — La valeur de notre 
méthode est soumise 4 la condition qu’un antigéne ne puisse 
donner naissance 4 plus d’une zone ou a plus d’une frontiére, 
en d’autres termes 4 plus d’un maximum de densité de précipité, 
& moins que les maximums supplémentaires éventuels, quelle que 
soit leur cause, puissent étre caraclérisés et reconnus. 

§ 1. Précipitation non spécifique. — On ne peut a priori exclure 
la possibilité de zones de précipitation non spécifique, malgré les 
conditions physiologiques de pH et de concentration saline, que 
doit remplir toute solution d’antigéne étudiée. Un témoin conte- 
nant du sérum de Lapin neuf au lieu d’immunsérum doit permettre 
de les déceler ; une précipitation non spécifique se produisant 
dans l’un des deux sérums et non dans l’autre, 4 cause de leurs 
compositions différentes, est théoriquement possible mais trés peu 
probable et nous ne l’avons pas observée. Nous n’avons d’ailleurs 
observé que trés exceptionnellement une précipitation non spéci- 


_fique donnant lieu, par exemple, 4 plus d’une zone dans un sys- 


teme simple. 

Une cause d’erreur grossiére serait une culture microbienne, 
dans un milieu qui lui serait trés convenable s’il n’était additionné 
d’antiseptiques. 

§ 2. Stries par changement de température. — Si un tube évo- 
luant A une température constante ( par exemple 22°5) est brus- 


(10) Sur les relations entre le poids moléculaire des antigénes et le 
rapport anticorps/antigéne A l’équivalence, voir Boyd et Hooker [34]. 


46 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


quement porté & une température plus basse (par exemple mis 
a la glaciére a 4° ou 5°), on voit apparaitre, au miveau ou se 
trouvait Ja frontiére lors du changement de température, une 
strie étroite de précipilé moins dense. Si, au contraire, le tube est 
porté a une température plus élevée (par exemple de 22°5 a 
’étuve & 37°), on verra apparaitre une strie étroite de précipité 
plus dense. 

Dans les deux cas, la strie apparait au niveau précis ol se trou- 
vait la frontiére lors du changement de température, et y demeure ; 
on lobservera au méme niveau tant qu’elle ne deviendra pas 
imperceptible du fait de la progression de la zone de précipitation, 
et Vinhibition, méme apparemment compléte, ne lefface pas 
toujours. 

Si le changement de température n’est que passager (cas plus 
fréquent dans des circonstances accidentelles) comme on peut le 
réaliser en mettant A 4° pendant dix minutes un tube évoluant 
avant et aprés A 22°5, on observe une strie moins dense, immé- 
diatement suivie, au-dessous d’elle et en contact avec elle, d’une 
strie plus dense ; ces deux stries contigués sont évidemment en 
ordre inverse lorsqu’elles sont dues a une élévation passagére 
de température. 

Des photographies de cuves présentant ces quatre sortes d’acci- 
dents seront reproduites sur la planche I qui paraitra dans la 
deuxiéme partie du présent mémoire. ; 

Des changements de température beaucoup moins importants 
que ceux pris pour exemples peuvent suffire pour donner des 
stries encore visibles, surtout s’il s’agit de zones trés denses. 

Ces accidents seront évités si des précautions suffisantes sont 
prises, so pour que la température reste constante dans l’enceinte 
ot. évoluent les tubes, soit, plus simplement, pour que les varia- 
tions limitées de température auxquelles ils pourraient acciden- 
tellement étre soumis soient suffisamment lentes. En outre, 
aspect particulier de ces stries et leur position fixe dans l’espace 
au cours du temps font qu’elles peuvent difficilement donner le 
change si l’on ne se limite pas a un seul examen de chaque tube 
deux examens du méme tube, séparés par un intervalle de temps 
suffisamment grand, ou |’examen simultané de deux tubes, de 
contenu identique au départ, mais évoluant depuis des temps diffé- 
rents dans la méme enceinte, doivent permettre de reconnaitre 
ces accidents non spécifiques. 

§ 3. Phénoméne de Liesegang. — Nous ne avons pas observé 
jusqwici avec l’ovalbumine; nous ne pouvons guére attribuer 
son absence a la nécessité, pour qu il se produise, d’une cer- 
taine relation entre les concentrations initiales des deux réactifs 
ou de certaines valeurs absolues de ces concentrations ; nous 
avons en effet (dans un autre but) fait varier ces concentra- 
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tions (de 3,16 en 3,16) presque jusqu’aux limites matériellement 
accessibles, Pensant que, peut-étre, la faible concentration d’agar- 
agar dans nos gels lui était peu favorable, nous avons (au cours 
d’essais (fragmentaires et non systématiques, il est vrai) tenteé, 
sans plus de succés, de le faire apparaitre dans des gels contenant 
2 p. 100 d’agar-agar, ou 1 p. 100 d’agar-agar et 4,1 p. 100 de 
gélatine (ces derniers évoluant 4 la glaciére). 

Ajoutons dés maintenant que nous n’avons observé de phéno- 
meéne du type Liesegang avec aucun des systemes précipitants 
simples, complexes ou multiples, dans lesquels le nombre d’anti- 
genes était connu, que nous avons étudiés, puisque, sous réserve 
des causes d’erreur déja signalées, le nombre de zones ou de 
frontiéres n’était jamais supérieur au nombre des antigénes. 

Si le phénoméne de Liesegang venait A se produire dans les 
conditions de technique que nous avons adoptées, le principe du 
dénombrement des antigénes par notre méthode se trouverait mis 
en défaut, au méme titre qu’il peut l|’étre par les accidents dus 
aux changements de température. Le phénoméne de Liesegang se 
caractérise par la périodicité et par limmobilité des stries qui 
marquent les étapes successives de Ja progression du précipité. 
La périodicité risque d’étre un critére infidéle : 4° parce qu’il peut 
arriver que plusieurs zones, élrangéres ]’une 4 |’autre et dues a 
des antigénes différents, en empruntent l’apparence, tout en pro- 
eressant d’une maniére continue ; 2° parce que la superposition 
de plusieurs zones continues et discontinues pourrait masquer la 
périodicité ou la rendre trés difficile 4 déceler. Au contraire, 
Vimmobilité des stries, contrastant avec la progression continue, 
devrait les faire reconnaitre par des moyens de méme nature que 
ceux déja signalés pour reconnaitre les stries par variation de 
température. 

Ces deux séries de phénoménes semblent d’ailleurs étre parfois 
de nature assez voisine, et il n’est pas impossible qu’elles aient 
été, dans certains cas, confondues (voir Hedges [24], p. 19 et 20). 

I] resterait A se demander pourquoi des phénoménes du type 
de celui de Liesegang, signalés dans la précipitation spécifique 
en milieu gélifié, par d’assez nombreux auteurs (Bechhold [24], 
Reiner et Kopp [25], Petrie [26], R. Brown [29], Petrie et 
D. Steabben [30], Elek [84]), n’ont, jusqu’a présent, jamais été 
observés par nous; peut-étre cette divergence est-clle due a des 
différences de technique ? 


B. — AuTRES EXEMPLES DE SYSTEMES PRECIPITANTS SIMPLES, 


§ 1. Albumines de sérum de Cheval. — Deux fractions ont été 
étudiées, mises A notre disposition par M. P. Grabar et dont il a 
déja été question dans un travail antérieur [15]; nous les avons 
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fait réagir avec un mélange de sérums de Lapins immunisés par 
des injections de sérum de Cheval. 

1° Fraction T 5. — Cette fraction semble ne contenir qu’un 
seul antigéne et se comporte qualitativement d’une maniére ana- 
logue a l’ovalbumine de Poule, donnant une seule zone dont la 
frontiére inférieure est nette. : 

2° Fraction L3b. — Cette fraction, qui parait contenir au moins 
deux antigénes distincts, réalisait ’apparence d’un systéme simple 
et ne donnait qu’une zone, A limite inférieure nette, lorsque 
Vimmunsérum avec lequel nous la faisions réagir avait préalable- 
ment été épuisé par la fraction T 5. 

§ 2. Ovalbumine de Cane en réaction hétérologue. — Nous 
nous sommes servi d’une préparation amorphe, que nous avons 
fait réagir avec un sérum de Lapin anti-ovalbumine de Poule. 


Fic. 6. — Réaction du polyoside O de EF. typhosa (couche supérieure, liquide 
concentration iniliale : 1 mg. par centimétre cube), avec un immunsérum 
anti-antigéne somatique (1/2 du volume du gel). Photographie prise au bout 
de douze jours. 


_ Nous avons obtenu une zone unique dont l’aspect était qualita- 
tivement semblable a celui de la zone homologue (celle de l’oval- 
bumine de Poule), avec une frontiére inférieure également nette. 

§ 3. Antigéne somatique O de « Eberthella typhosa ». — Cet anti- 
gene, extrait des corps microbiens (souch O-901) par la méthode 
de Boivin, I. Mesrobeanu et L. Mesrobeanu [85], donne une zone 
dont la limite inférieure est peu précise (planche I, a parattre 
avec la deuxiéme partie du présent mémoire). Malgré une forte 
concentration d’antigéne, la pénétration de la zone dans le gel 
est peu importante, méme au bout d’un temps assez long. Ceci 
s’explique par la grande dimension des particules de l’antigéne 
qui a été démontrée, par exemple, au moyen de l’ultrafiltration (36), 
et par la valeur trés faible du rapport azole d’anticorps/antigene 
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dans le précipité formé a ]’équivalence (de 0,17 A 0,21 au licu de 


3,6 pour le polyoside, selon les résultats de Hornus et Grabar [87)). 

§ 4. Polyoside O de « Eberthella typhosa ». — Le polyoside 
obtenu par hydrolyse acétique de l’antigéne somatique O ci-dessus 
ne nous a jamais donné une frontiére nelte comme -les quatre 
antigénes protéidiques précédents mais une zone sans_ limite 
inférieure précise (11), ainsi qu’on peut le voir sur le tracé et sur 
la photographie (fig. 6). 

§ 5. Polyoside de Pneumocoque (type VIII). — La zone spéci- 
fique de ce polyoside est semblable a celle du hapténe typhique, 
par.son absence de limite inférieure précise. 


Les sept antigénes précipitants dont il vient d’étre question 
ont, dans leur comportement, en présence des anticorps en milicu 
gélifié, un caractére commun, qui est lunicité de la zone de pré- 
cipitation. Le principe de notre méthode, que nous avions pro- 
visoirement admis comme la conclusion d’un raisonnement théo- 
rique, se trouve ainsi confirmé par l’expérience, dans des condi- 
tions qui paraissent de nature a en justifier la généralisation. 

Le comportement des sept antigénes étudiés est différent par 
(autres caractéres, parmi lesquels nous retiendrons surtout la 
précision ou l’imprécision de la limite inférieure de la zone de 
précipitation, aulrement dit, Ja présence ou l’absence d’une fron- 
tiére nette. 

1° La frontiére est netle dans le cas de quatre antigénes de 
nature protéidique, d’origine animale. 

2° La limite infériceure de la zone est imprécise dans le cas 
d'un antigéne complet et de deux haplténes d’origine bactérienne, 
de nature partiellement ou totalement polyosidique. 

Contrairement aux antigénes du deuxiéme type (produits 
d’extraclion trichloracétique, d’hydrolyse acélique ou d’autolyse 
bactérienne), ceux du premier type ont été préparés par des tech- 
niques de fractionnement par les sels, qui ne paraissent pas de 
nature a les dégrader, et sont réputés avoir un poids moléculaire 
bien défini; nous admellrons donc comme vraisemblable l’hypo- 
thése que la fronliére précise est, pour l’antigéne diffusant, un 


(11) La zone de précipitation du polyoside doit, pour ¢tre bien visible, 
étre observée en placant l’ceil (ou lobjectif) & Vintérieur du céne trés 
aigu formé par les rayons diffusés (beaucoup plus aigu qu’avec ]’ovalbu- 
mine, par exemple) ; ceci donne 4 penser que les particules du préci- 
pité formé dans le gel sont plus petites dans ce cas que dans celui 
des albumines, puisque le gel est le méme dans tous les cas. Dans 
le cas des albumines, le précipité observable entre le maximum de 
densité de précipité et l’interface parait, pour la méme raison, étre 
formé de particules d’autant plus petites que le niveau est plus proche 
de l’interface (ce qui était prévisible, puisqu’il s’agit de précipité en 
voie de dissolution dang l’antigene en exces). 
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signe d’homogénéité et absence de frontiére nelle, un signe de 
polydispersion, bien que cette hypothése ne soit pas exempte 
d’ objections. 

Cette dualité dans le comportement des antigénes diffusants 
entraine également des conséquences praliques : & Supposer que _ 
plusieurs systemes simples réunis dans un tube se comportent 
comme lorsquwils réagissent séparément, il suffira d’une distance 
bien moins grande entre deux frontiéres netles du « type oval- 
bumine » qu’entre les maximums de deux zones sans limite infé- 
rieure précise du « type polyoside », pour conclure a la présence 
de deux antigénes ; autrement dit, la méthode sera sans doute 
bien plus efficace si les antigénes réunis en nombre inconnu sont 
du premier type que s’ils sont du second. Si, les deux types se 
lrouvant réunis, une frontiére nette surmonte une région de pré- 
cipité dégradée vers le bas, la généralisation des observations 
qui précédent permet de conclure que deux antigénes sont pré- 
sents, méme si le maximum de densilé de la zone du « type 
polyoside » est masqué par la zone sus-jacente du « type oval- 
bumine ». 


* 
* 


Dans Ja deuxiéme partie de ce mémoire, nous éludierons dans 
‘quelle mesure la coexistence de plusieurs antigénes au sein de . 
la méme solution et leur précipitation simultanée, avec les anti- 
corps au sein du méme milieu gélifié (systemes précipitants com- 
plexes et multiples), modifie la réaction par rapport A ce qu’elle 
serait dans les systémes simples formés des mémes réactifs. 

Nous y envisagerons aussi, 4 la lumiére de cette étude, quelques- 
unes des modalités pratiques de l’application de notre méthode au 
dénombrement et a Videntification des anligénes qui, préserils 
én nombre inconnu dans un méme liquide biologique, réagissent 
en formant un systéme précipitant multiple. 


> BIBLIOGRAPHIE 


[4] Ramon (G.). C. R. Soc. Biol., 1922, 86, 661-663 ; (ibid.) 711-712. 
F [2] Dean (H. R.) et Wess (R. A.), J. Path. a. Bact., 1926, 29, 473-492. 
P [3] Hewersercer (M.). Chem. Rev. ; 1989, 24, 323-343. 
[4] Hannis (T.) et Eacur (H.). J. Gen. Physiol., 19386, 19, 382-396. 
[5] Kenpatn (F. E.). Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol., 1938, 6, 
377-383. 
[6] Marnack (J.) et Durr (D. A.) Brit. J. exp. Path., 1938, 19 171-178. 
[7] Grapar (P.) et Sraup (A. M.). Ces Annales, 1942, 68, 355-360. 
[8] Trerrers (H. P.), Moore (D. H.) et Hemennercer (M.). J. exp. 
Med., 1942, 75, 135-150. 


aa 


[9] 


[10] 
[44] 
[42] 
[43] 
[14] 
[45] 
[46] 
[417] 


L’ANALYSE IMMUNOCHIMIQUE QUALITATIVE D4 


Anno (K.), Taxepa (S.) et Hamano (M.). J. Immunol., 1938, 34, 
302-322 (et travaux antérieurs). 


Nayror (C. R. E.). J. Hyg., 1948 (sous presse). 


Boyp (W. C.). J. exp. Med., 1941, 74, 369-386. 

Grit (P. G.) et Yum (M. E.). Biochem. J., 1938, 32, 560-562. 

Kexwick (R. A.). Biochem. J., 1988, 32, 552-560. - 

Ounin (J.). C. R. Acad. Sci., 1946, 222, 115-116. 

Ounpin (J.). Bull. Soc. Chim. Biol., 1947, 29, 140-149. 

HEIDELBERGER (M.). Bact. Rev., 1939, 3, 49-95. 

Marrack (J. R.). The chemistry of antigens and antibodies. His 
_Majesty’s stationery office, London 1938. 

Hooxer (S. B.) et Boyn (W. C.). J. Immunol., 1937, 33, 337-351. 

Mayer (M.) et Hewerrtpercer (M.). J. Biol. Chem., 1942, 143, 567- 
574. 

Apair (G. S.). Biochem. J., 1920, 14, 762-779. 2 

Hevers (E. §.). Liesegang rings and other periodic structures, 
Chapman and Hall Ltd., London 1932. 

Veit (S.). Les périodicités de structure. Hermann et C'*. Paris 1934. 

Taspourny (M. F.) et Tasoury (F. J.). J. Chim. Phys., 1944,- 44, 
89-99. 

Brecuuotp (E. S.). Zeilschr. Phys. Chem., 1905, 52, 185-199. 

Reimer (L.) et Kopp (H.). Kolloid Zeitschr., 1927, 42, 335-338. 

Perris (G. F.). Brit. J. exp. Path., 1932, 18, 380-394. 

Sia (R. H. P.) et Cuune (S. F.). Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 
1932, 29, 792-795. 

KirkBRIDE (M. B.) et Cowen (S.). J. Hyg., 19384, 20, 444-453. 

Brown (R.). Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1940, 45, 93-95. 

Pernice (G. F.) et Sreappen (D.). Brit. med. J., 1943, 1, 377-379. 

Evex (S. D.). Brit. med. J., 1948, 138 mars, 493-496. 

OucuTertony (O.). Travaux inédits. 

Ducraux (J.). Traité de chimie physique appliquée a la biologie, 
t. II, Hermann et C®, Paris 1938. 

Boyp (W. C.) et Hooker (S. B.). J. gen. Physiol., 1939, 22, 281-291. 

Borvin (A.), MesRopeanu (I.) et Mrsroseanu (L.). C. R. Soc. Biol., 
1933, 114, 307-310. 

GRABAR (P.) et Oupin (J.). Ces Annales, 1947, 73, 627-634. 

Hornus (G. J. P.) et Granar (P.). Ces Annales, 1941, 66, 136-158. 


SUR LES ERREURS DE DOSAGE DE LA STREPTOMYCINE | 
DANS LES MILIEUX DE CULTURE 


par Francoise GRUMBACH et Fernand BOYER (’). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie thérapeutique B.) 


Au cours de nos recherches sur les anlibiotiques produits par 
les Actinomyces (1), nous avons élé amenés a faire de nombreux 
dosages d’antibiotiques dans le milieu de culture brut (2). 

Sur ces jus de culture, nous avons toujours pratiqué deux sortes 
de dosages : dosage par dilution (en milicu peptone glucosée) 
avec comme germes tests le staphylocoque doré et le bacille de 
Friedlander, et dosage par diffusion dans la gélose avee comme 
germes tests le bacille subtilis et le staphylocoque doré. 

La discordance des résultats que nous obtenions par ces deux 
méthodes dont le titrage des jus de culture étail invraisemblable : 
par la méthode de diffusion dans la gélose, les titres obbenus 
étaient toujours beaucoup plus élevés que ceux obtenus par la 


TaBLeAu I, s 


‘ JUS DE CULTURE 
NOMBRE SOLUTION ETALON 


de centimétres cubes de streptomycine Titre 100 U./em’ Titre 500 U./ems 


oe (méthode (méthode 
dans 5 cm’ de Sauton 1 U./cm? de dilution) de diffusion) 


ramené & 1 U./cm® | ramené a 1 U/em3 


0, 
0 
0 

0 

0) 
0 

0 
0 
05§ 
4 


+++ 
Pele 2 valle 
th 


t+4+t4+++44+ 
t+4+t4+44+4+ 
++++++4444 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 13 mai 1948. 

(1) P. Goret, L. Jousert, F, Boyer et M™ F, Grumpacu, C. R. Acad. 
Sci., 1947, 225, 962. 

(2) Nous remercions M. le D® Arquié, qui nous a procuré, les jus de 
culture. 
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méthode des dilutions. C’est ainsi que, par exemple, sur le méme 
jus de culture, nous trouvions un titre de 1.200 A 1.500 unités par 
centimetre cube de streptomycine par la méthode de diffusion, 
tandis que nous ne trouvions que 200 4 300 unités par centimetre 
cube par la méthode des dilutions. Il y avait donc la une ou plu- 
sieurs causes d’erreurs que nous nous sommes efforcés de 
rechercher. 

Par des dosages in vitro sur le BCG, nous avons trouvé que, 
comparativement a une solution étalon 4 1 U/cm* de streptomycine, 
le titre obtenu par la méthode des dilutions était exact et que le titre 
obtenu par la méthode de diffusion était faux (tableau I). 

Par des expériences in vivo sur la souris, nous avons observé 
également que le titre obtenu par la méthode des dilutions étail 
exact tandis que celui obtenu par la méthode de diffusion en 
gélose était beaucoup trop élevé. 

Des souris inoculées avec le bacille de Friedlander, souche 
Dumas (5.000 doses mortelles) sont traitées : un lot avec la strep- 
tomycine cristallisée, un autre lot avec le jus de culture, a la 
méme dose (en tenant compte du titre obtenu par la méthode des 
dilutions). Les résultats sont consignés dans le tableau II). 


TABLEAU II. 


Témoins (8 souris) 

Streptomycine cristallisée, 50 U. par 
jour pendant 2 jours (40 souris). 

Jus de culture, 50 U. par jour pen- 
dant 2 jours (10 souris) 


Le nombre des survies étant le méme au bout de huit jours, 
le titre obtenu par la méthode des dilutions est donc exact. 

Nous nous sommes rendu compte, par la suite, que deux fac- 
teurs essentiels faussaient les résultats des dosages par diffusion 
dans la gélose : 1° le pH du jus de culture ; 2° la nature méme 
du jus de culture. 

I. Role du pH. — Au cours de la culture des Actinomyces, le 
milieu de culture s’alcalinise depuis pH 6,8 jusqu’a pH 9 et méme 
pH 10. Partant de jus de culture 4 pH 9, nous avons progressi- 
vement acidifié ces jus jusqu’é pH 6 et nous les avons titrés aux 
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différents pH par la méthode de diffusion. Nous avons obtenu les 
résultats suivants (tableau III) : 


TaBLeAu III. 


DIAMETRE DES CERCLES D INHIBITION 
en millimétres 


24 
19,75 
49,23 
18,5 


Comme on le voit, le diamétre des cercles augmente avec 
l’alealinité el, comme le pH de la solution étalon 4 laquelle on 
se reporte pour titrer les solutions est aux environs de pH 6,5, 
il est nécessaire de ramener les jus a titrer au méme pH que 
celui de la solution étalon de streptomycine. 

II. Réle de la nature du milieu. — L’étalon de streptomycine 
est dilué, soit en eau bi-distillée, soit en eau physiologique. La 
streplomycine a titrer se trouve dans un milieu de culture riche 
en éléments nutritifs. Or, en diluant l]’étalon de streptomycine 
dans un milieu analogue & celui qui a été employé pour la culture 
des champignons, on se rend comple que dans celui-ci la slrep- 
tomycine diffuse davantage que lorsqu’elle est diluée en eau 
bi-distillée. Voici, pour différentes concentrations, comparati- 
vement, les diamétres d’inhibilion oblenus dans le milieu de cul- 
ture qui a élé employé [milieu de Belmont] (8), et dans l’eau 
bi-distillée (tableau IV). 


TasBLeau IV. 


DIAMETRE DES CERCLES D INHIBITION 
TITRE DE LA SOLUTION en millimétres 


en U./cm? 
Milieu de Belmont Eau bidistillée 
AV OGTS4 et roe aot a, tas cee Te 26 


WUD, Sie hides eae et 22 2 
bs. cee 19,5 


Ces chiffres représentent une moyenne de 10 mesures. 


(3) Milieu de Belmont: Nitrate de soude, 4 
sique, 1 g.; chlorure de potassium, 0,5 g.; sulfate de magnésie, 5 g 


citrate de soude, 2 g.; glucose, 40 g.; extrait de viande, 15 g.; 


> Cau, 
p. 1.000 cm*. z ‘ 


g.; phosphate monopotas- 


; r g.; sul- 
fate de fer, 0,05 g.; sulfate de cuivre, 0,0175; acétate de soude, 2 g.; 


’ 


‘ — 
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La différence des diamétres est considérable et entraine une 
erreur trés importante dans le titre des jus de culture. 

En conséquence, pour rectifier ces erreurs, dues au pH et a 
la nature du milieu, nous avons adopté la technique suivante : 

a) Ramener le jus de culture avant de le titrer au méms pH 
que celui de la solution étalon de streptomycine. 

b) Diluer Vétalon de streptomycine dans un milieu de culture 
semblable 4 celui qui contient |’antibiotique a titrer. 

De cette facon, les causes d’erreurs étant éliminées, les titres 
trouvés par la méthode de diffusion dans la gélose sont tout a 
fait comparables 4 ceux trouvés par la méthode des dilutions. 

Nous avons confirmé avec la pénicilline la valeur de ces deux 
facteurs et nous avons également trouvé que l’alcalinité et le 
milieu de culture (Belmont) augmentent la diffusibilité de Vanti- 
biotique dans la gélose ; ces observations sont valables certai- 
nement aussi pour tous les milieux de culture ct pour le titrage 
de tous les antibiotiques qui diffusent dans la gélose. 
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Ill. — ACTION DES PRESSIONS TRES ELEVEES 


par Emanoit BARBU, Jacques BASSET et Micner MACHEBOEUF (*). 


Dans un travail antérieur [4], M. Machebceuf, James Basset et 
G. Sandor ont découvert que le sérum sanguin soumis a une 
pression tres élevée (8 a 10.000 atm.) était, dés la température 
ordinaire, transformé en un gel. 

D’autre part, E. Barbu et M. Macheboeuf ont récemment [2] 
publié une étude sur la gélification des protéines par alcalinisation 
ou acidification a diverses températures a la pression atmosphé- 
rique. 

Nous abordons -aujourd’hut |’étude de Vinfluence de la’ pression 
sur la gélification & des pH divers. 

Nous avons tout d’abord vérifié les conclusions de lancien tra- 
vail de Machebceuf, Basset et Sandor sur Je sérum total et sur les 
fractions que l’on peut en séparer par simple relargage (sulfate 
d’ammonium) : globulines totales et albumines. Toutes les conclu- 
sions furent vérifiées : une solution d’albumine a 6 p. 100 a 
pH 7,8 ne gélifie pas par pression, méme a 19.000 atmospheres. 
Au contraire, une solution de globulines 4 méme concentration 
au méme pH, devient un gel lorsque la _ pression atteint 
12.000 atmosphéres environ. 

Nous avons étendu cetle étude en expérimentant A divers pl 
et pour des concentrations protéiques variées en opérant sur des 
protéines séparées avec soin : albumine cristallisée, pseudoglo- 
bulines y. - 

Les solutions protéiques furent placées dans des petits tubes 
de caoutchoue non vuleanisé (gomme Jatex) qui furent fermés aux 
deux extrémilés par une ligature soigneusement faite. On évitait 
la présence de toute bulle d’air (1). Dans chaque tube était incluse 


une petite perle de verre coloré (diamétre 4 mm.). On pouvait: 


apercevow cette bille car la gomme est translucide. La bille ser- 
vait & observer Jes modifications de la viscosité du liquide et éven- 
tuellement la gélification sans qu’il soit nécessaire d’ouvrir Je tube 
de caoutchouc. En effet, si le liquide devient tras visqueux, la 
bille ne tombe plus que trés lentement lorsqu’on renverse le tube. 


(*) Société francaise de Microbiologie, séance du 3 ais 1948. 


(1) Le diamétre des tubes de caoutchouc était 1 cm. et-la longueur, 
entre les ligatures, 8 em. environ. 


GELIFICATION DES PROTEINES ‘67 


Si le liquide est gélifié, la bille reste immobile. (Si, en pingant 
le tube avec les doigts, on oblige la bille 4 se déplacer légérement, 
on observe qu'elle revient élasliquement a sa place lorsqu’ on fait 
cesser le pincement.) 

Les tubes de caoutchouc furent mis dans le liquide des cylin- 
dres de compression de presses hydrauliques pour ultrapressions 
de modéle de James Basset [3]. Afin d’éviter toute variation notable 
de température, les presses étaient manceuvrées lentement. Ainsi 
les petites quantités de chaleur que pouvaient produire les com- 
pressions diffusaient dans l’énorme masse métallique des presses. 
Nous avons toujours opéré 4 la température de 18°C et les com- 
pressions étaient effectuées avec une vitesse toujours inférieure 
a 1.000 atmosphéres par minute, ce qui, dans le cas de la compres- 
sion de liquide, ne produit pas d’élévations appréciables de la 
température. Les décompressions furent effectuées a la méme 
vitesse. mm es 

1. — GLoBULINEs. 


Les globulines éludiées provenaient de sérum sanguin de cheval ; 
il s’agissait de la fraction dite pseudoglobulines y obtenue ainsi : 
1° L’ensemble des globulines +» est précipité par le sulfate d’ammo- 
nium a 33 p. 100 de saturation, 4 la température ordinaire et a 
pH 7,8; 2° Le précipité est recueilli, remis en solution dans un 
peu d’eau puis précipité a nouveau par le sulfate d’ammonium 
4 33 p. 100 de saturation. On fait une troisiéme précipitation dans 
les mémes conditions; 3° Les globulines ainsi obtenues sont 
débarrassées des sels par dialyse prolongée contre de l’eau bidis- 
tillée. Cette. opération provoque la précipitation d’euglobulines 
que l’on élimine. Pendant la dialyse, on maintient une pression 
hydrostatique de une atmosphére qui produit une forte exosmose 
et concentre considérablement la solution protéique. On arréte 
la concentration lorsque Ja teneur en protéines est de 12 p. 100. 
La dialyse a fait évoluer le pH vers l’isolonique moyen des globu- 
lines ; le pH du liquide est 5,8. 

On prépare une série de 13 échantillons a pH différ ents en ajou- 
tant des quantités variables d’acide chlorhydrique ou de soude 
puis en amenant partout le volume par de l’eau jusqu’a une méme 
valeur. Les solutions ainsi obtenues ont toutes la méme concentra- 
tion protéique : 11 p. 100. Les pH sont déterminés par une élec- 
trode a hydrogéne ; ils s’échelonnent de 2 a 13. Chaque échan- 
tillon est inclus dans un tube de caoutchouc pour étre soumis aux 
pressions. Des témoins sont conservés a la pression atmosphérique. 

Nous savons déja par des travaux antérieurs, que les liquides 
a pH inférieur 4 3,5 ou bien a pH compris entre 11 et 12 gélifient 
a la pression atmosphérique. 

Tous les tubes autres que les témoins furent placés dans une 
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presse hydraulique, puis la pression fut élevée a 3.000 atmo- 
spheres et maintenue a cette valeur pendant trente minutes. 
Aucune modification notable de viscosité ne fut observée en exa- 
minant le comportement des billes. Mais le tube correspondant a 
pH 5,8 avait un contenu légérement trouble. 

Tous les tubes furent remis dans la presse hydraulique et la 
pression fut élevée jusqu’a 4.000 atmosphéres (pendant trente 
minutes). Deux échantillons qui, jusque-la, étaient liquides, se 
sont gélifiés ; leurs pH étaient 4 ect 10,5. D’autre part, le trouble 
du liquide 4 pH 5,8 s’est accru notablement. 

Les tubes furent tous remis dans la presse et la pression fut 
élevée 4 6.000 atmospheres. Tous les liquides de pH inférieur a 
5 furent gélifiés ainsi que tous ceux dont le pH dépassait 9, Les 
échantillons dont le pH était voisin de 5,8 étaient devenus vis- 
queux et contenaient un précipité abondant. Seuls restaient liquides 
les échantillons dont le pH était supérieur a 6,5 et inférieur a 9,5. 
En élevant la pression a 7.000 atmospheres, la gélification fut 
obtenue pour de nouveaux échantillons et seuls restérent liquides 
ceux dont le pH était entre 7 et 8,5. Ces échantillons gélifierent 
d’ailleurs eux aussi, lorsque la pression fut de 8.000 atmosphéres. 

Notons que : 1° Tous les échantillons qui étaient gélifiés & la 
pression atmosphérique ou qui se gélifiaient pour une certaine 
pression, restérent gélifiés lorsque la pression fut augmentée. La 
pression n’a done jamais d’action liquéfiante sur un gel. 

2° Au-dessus de pH 12 V’alcalinité considérable détruit les gels 
dés la pression almosphérique. Les liquides ainsi obtenus ne géli- 
fient pas par pression, méme si lon abaisse leur pH. La liqué- 
faction des gels par excés d’alcali s’accompagne d’une modifi- 
cation irréversible des protéines. 

Le diagramme n° 1 fut tracé au moyen des résultats expéri- 
mentaux ci-dessus : Les courbes limitent les domaines corres- 
pondant aux liquides et celles correspondant aux gels ou aux 
précipités. Des pointillés indiquent la zone pour laquelle un trouble 
ou un précipité apparait. Les pointillés sont d’autant plus nom- 
breux que le précipité est plus abondant. Les zones « gel 1 » et 
« gel 2 » correspondent a des gels limpides. ; 

Un fait curieux apparait si l’on conserve les gels formés pen- 
dant la compression. En effet, tous les échantillons qui avaient 
été soumis seulement a la compression juste suffisante pour pro- 
duire la gélification, se sont liquéfiés dans les jours suivants (2). 
Le gel n’est donc pas stable. 

_Si Pon remet en compression, il se gélifie & nouveau : la géli- 
fication par pression est donc réversible. ; 

Si l'on comprime plus énergiquement qu’il n’est nécessaire 
pour gélifier, les gels sont plus stables. 

A titre de comparaison, nous reproduisons ici le diagramme 


que nous avons déja publié (2) au sujet de la gélification a la pres- 
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sion ordinaire en fonction du pH et de la température. 


On constate une certaine similitude dans les diagrammes car 


40.000 
8.000 
6000 
4000 
3000 


2000. 
4000 


la pression et la tempéralure agissent dans le méme sens sur la 


TEMPERATURE 


PRESSION 


PSEUDOGLOBULINES ¥ 41.100 


q 

' 
ee. 
' 
4 
n 

‘ 


, 


GEL LIQUEFIE 


LIQUIDE 


— SS 
pea 6 7 8 9: 4041248 
Bigs’ 


GEL LIQUEFIE La 


Ll 

MNS 

ets) one OMe AOL 42. 4S 
Fic. 2. 


gélification aux divers pH. 


(2) Ce sont les échantillons alcalins qui se liquéfient les premiers ; 
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Dans les études sur la pression, comme dans celles sur les tem- 
pératures, on note que la zone de précipitation, voisine du pil 
isoélectrique, se différencie trés nettement des zones de gélifi- 
cation. La surface de précipitation isoélectrique s’insére comme 
un coin dans l’ensemble de la surface de gélification proprement 
dite. Les deux phénoménes indépendants de précipitation isoélec- 
trique et de gélification se superposent dans les zones frontiéres 
ou l’on observe des gels troubles ou des gels opalescents. 

Dans une expérience particuliére, nous avons éludié la préci- 
pitation dans la zone des pH voisins de J’isoélectrique. Ici il ne 
se produit pas de gel, mais un trouble, puis un précipité qui 
augmente avec la pression. L’ensemble peut se prendre en masse 
si la pression est suffisamment élevée, mais il s’agit -alors d’un 
enchevétrement de grains de précipité qu’une faible agitation 
désagrége. Un trouble léger apparait & pH 5,8 dés 2.000 atmos- 
phéres, mais ce n’est qu’da 8.000 atmosphéres que la précipitation 
est & peu prés quantitative. Voici les résultats obtenus pour 
diverses pressions en éliminant le précipité par centrifugation, 
puis en dosant les protéines restées en solution. : 

(L’expérience fut effectuée sur une solution & 6,8 p. 100 de 
pseudoglobulines et la durée de chaque compression fut 
vingt minutes.) 


TENEUR 

en protéines 

PRESSION = du liquide 

centrifugé 
(p. 10 
Pt eee eer Tae en Ms nih a eeh nt Honthesia Bok te 6,8 
cSt ear e ar een ait OMe Soar FT) Aeeiy Gath gS 6,7 
LN eee eNO R yw ee A ae. ty ka Oe “cern 6 5,3 
6: O00 S95. Sa Soe eats Sep aateteabee Ae eee ste ieee ° Hehe ura 2,0 
PL se Se eee AAS iim uk Oaths Blo. ByeGE A coat a a ° 0,4 


La précipitation n’est pas instantanée car la quantité de préci- 
pité formé pour une pression donnée augmente en fonction du 
temps. 


II. — Axrsumines. 


Ij s’agit ici de sérum-albumine de cheval cristallisée 4 pH 4,8 
en présence de sulfate d’ammonium, purifiée par trois cristalli- 
sations successives, puis dialysée : 1° contre une solution 4 5 p. 100 
de sulfate de sodium jusqu’aé élimination totale des ions NH, 
el 2° contre de l’eau bidistillée jusqu’a ce que l’eau de dialyse ne 
contienne plus de quantité décelable d’ions SO,. La solution fut 
concentrée par exosmose en opérant une dialyse sous pression 
(1 atm.), La concentration finale en albumine fut 10,5 p- 100. 
Nous avons préparé, a partir de cette solution, des échantillons 
a divers pH dont la concentration protéique était toujours la 
méme : 9,5 p. 100. 
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Comme nous le savons déja [2], les échantillons dont le pH était. 


compris entre 11 et 12 se sont gélifiés a la pression ordinaire. 
Les autres restérent liquides et limpides quelles que soient les 
pressions auxquelles nous les avons soumis (jusqu’a 10.000 atmo- 
sphéres maintenues pendant quarante-huit heures). Une différence 
fondamentale entre globulines et albumines apparait donc ici. Les 
pressions méme trés élevées, ne gélifient ni ne précipitent pas Iles 
albumines comme elles le font pour les globulines. 

La compression ne rend pas lalbumine incristallisable. En 
effet, un échantillon de pH 4,8 (isoélectrique) fut comprimé jus- 
qu’a 12.000 atmosphéres pendant vingt minutes. Le liquide resta 
limpide, on lui ajouta du sulfate d’ammonium en quantité conve- 
nable, et ceci a suffi 4 provoquer l’apparition d’abondants cristaux 
d’albumine. Notons que la-cristallisation s’effectue un peu moins 
facilement que pour un échantillon témoin non compressé, car 
il fallut un peu plus de sulfate d’ammonium et la vitesse de cris- 
tallisation fut un peu moins grande. Ces différences légéres dans 
les conditions de la cristallisation apparaissent dés que la pression 
a atteint 3.500 atmosphéres environ. 


RésuME. 


La compression a trés haute pression a Ja température ordinaire 
gélifie les solutions de sérum-globulines. La pression qu'il faut 
atteindre pour provoquer la gélification est fonction du pH et de 
la concentration en globulines. 

Au voisinage du pH isoélectrique, la compression provoque 
une précipitation-des globulines. La proportion de précipité 
formé est d’autant plus grande que la pression atteinte est plus 
élevée et le temps de compression plus long. Lorsque le pH n’est 
pas voisin de lisoélectrique, on obtient des gels limpides. Ces 
gels ne sont pas stables, ils se liquéfient aprés quelques jours, 
mais une nouvelle compression les gélifie 4 nouveau. 

La sérum-albumine purifiée se différencie trés nettement des 
globulines, car ses solutions ne gélifient pas ni ne précipitent pas 
par compression méme a 12.000 almosphéres. On peut d’ailleurs 
faire ccristalliser de Jalbumine aprés l’avoir soumise a 
12.000 athmosphéres au pH isoélectrique. 
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SOCIETE FRANGAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°.) 


Séance du 3 juin 1948. 


Présidence de M. MaGrou. 


NECROLOGIE 


NICOLAS KOSSOVITCH 
(1884-1948) 


La Société Francaise de Microbiologie et l'Institut Pasteur éprouyent, 
avec la mort du D® Nicolas Kossovitch, une perte cruelle. 

Né a Belgrade le 19 février 1884, N. Kossovitch, aprés des études 
secondaires et des études de droit 4 Odessa, devait faire sa médecine 
i la Faculté de Kiev, puis venir 4 Paris conquérir en 1913 le grade de 
licencié és-sciences. C’est a cette occasion qu’eut lieu son premier 
contact avec l'Institut Pasteur, dans le laboratoire du _ professeur 
Gabriel Bertrand, ot il continua & travailler jusqu’au déclenchement 
de la premiere guerre mondiale. 

Mobilisé comme médecin capitaine de l’armée serbe, puis détaché 
aupres de l’armée francaise, il fit toute la guerre et connut en parti- 
culier Ja dure épreuve de la retraite de Serbie, o& sa conduite et ses 
blessures lui valurent de brillantes distinctions. 

Au retour de la guerre de 1914-1918, N. Kossovitch revint a l'Institut 
Pasteur : il y entra a titre définitif en 1924 et ne devait plus le quitter. 
C’est 1a qu’il a poursuivi la majeure partie de ses travaux, portant sur 
la sérologie et sur l’étude des groupes sanguins, question qu’il avait 
abordée dés avant la guerre & Vienne, avec Landsteiner, et dont il 
avait poursuivi l’étude avec Hirszfeld, 4 Salonique, au cours de la 
campagne d’Orient. 

Dans ce domaine, l’ceuvre de Kossovitch est considérable. On Ini 
doit notamment des acquisitions nouvelles, comme celles qui ont 
contribué 4 préciser nos connaissancés des sous-groupes de l’aggluli- 
nogene B chez homme et les animaux. C’est A Kossovitch également 
qu’on doit, entre autres, les premiéres recherches en France sur 
Vagglutinogéne Rh et sa répartition dans la population francaise. 
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En de nombreuses notes publiées pour la plupart en collaboration 
avec R. Dujarric de la Riviere, Kossovitch a étudié les relations exis- 
tant entre les groupes sanguins et nombre d’états pathologiques, 
comme le cancer, les maladies infecticuses, la poliomyélite (avec 
O. Grooten), la tuberculose, ou les maladies cutanées. Ces études ont 
été réunies et condensées en grande partie dans le livre de Dujarric 
de la Riviére et Kossovitch, Les Groupes sanguins (Paris, 1936), qui 
a connu un succés mérité et une large diffusion. 

Les questions de sérologie .les plus diverses ont été abordées par 
Kossovitch, avec Dujarric de la Riviére, au cours de ses travaux. 
Depuis sa thése de doctorat en médecine francaise (Paris, 1928) sur la 
Réaction de floculation des sérums syphilitiques par la méthode des 
mélanges antigénes-résines, presque tous les problémes se rapportant 
aux antigénes et aux hapténes ont été étudiés par Kossovitch, qu’il 
s’agisse des réactions d’opacification et de floculation dans les différents 
états pathologiques et avec divers antigénes, ou de 1’étude des condi- 
tions physico-chimiques régissant ces réactions. 

En 1938, Kossovitch décrivait aussi un nouveau microorganisme pro- 
voquant le phénoméne de la panagglutination des globules rouges, 
phénomene qu’il analysait en détail, en méme temps qu’il poursui- 
vait ses recherches sérologiques. Il inspirait notamment les théses de 
doctorat és-sciences de M'® Armand, Spécificité sérologique et consti- 
tution chimique de quelques antigénes, et de M. Ch. Adra, Etude séro- 
logique el chimique de certains composés arsenicaux envisagés comme 
antigénes ; les théses de doctorat en médecine de M. Hoang Tich Try, 
Réaction de Bordet-Wassermann avec les sérums syphilitiques préala- 
blement soumis a laction de certains médicaments ; de Me Canat, 
Rapports entre les hémolysines et les agglutinines. Application des 
hémolysines @ la classification des sangs ; de M. V. Iline, Contribution 
a Vétude du complément et de ses fractions. 

Kossovitch était tout naturellement conduit par ses travaux vers 
l’anthropologie, revenant par le délour des groupes sanguins 4 un sujet 
qui avait été celui de ses premiéres études. Nommé professeur et chef 
du Service de Sérologie 4 1’Ecole d’Anthropologie, il y assura un ensei- 
gnement vivant et y poursuivit des recherches en liaison avec celles 
gu’il continuait a 1’Institut Pasteur. 

Non seulement 1’étude biotypologique des aliénés médico-légaux, 
transition naturelle entre la pathologie et l’anthropologie pure, ou 
l’étude des groupes de lait, ou encore la répartition des groupes san- 
guins chez les Parisiens, l’entrainaient vers les grands problémes 
d’anthropologie, mais encore 1’étude sur place des différents groupes 
ethniques .devait lVamener pendant dix années consécutives a des 
missions en Afrique du Nord, ot’ il a accompli une ceuvre 
des plus importantes, en grande partie inédite malheureusement, sur 
les groupes sanguins et l’anthropologie générale des indigtnes de l'ile 
de Djerba, du Hoggar, du Maroc, sur les Juifs du Maroc, etc. : 
93 groupes ethniques furent ainsi étudiés. Les résultats de cette ceuvre 
considérable devaient étre rapportés dans un ouvrage qui est prét 


ht Vimpression, et dont il faut souhaiter que la disparition prématuréc 


de Kossovitch ne retarde pas la parution. 
En dehors de l’ceuvre anthropologique africaine de Kossovitch, il faul 
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signaler encore — sans chercher a étre complet — les études que notre 
collégue a consacrées aux Tchéques, aux Arméniens, aux Alsaciens, ¢l 
a de nombreux problémes se rapportant a l’anthropologie, a la séro- 
logie, et les travaux poursuivis sous sa direction ou avec son concours : 
répartition des groupes sanguins en Espagne, i Madagascar, en 
A. O. F., chez les Esquimaux, par MM. de Hoyos Sainz, David, Koerber, 
Tcherniakowsky et Le Méhauté. 

Il serait injuste, dans cette maison, de manquer a rappeler le role 
important que joua Kossovitch pendant la guerre. Chargé par la Direc- 
tion de l'Institut Pasteur pendant l’occupation, en raison de sa par- 
faite connaissance de l’allemand, de servir d’interpréte et d’intermé- 
diaire entre l'Institut Pasteur et les autorités d’occupation, il a 
accompli sa mission avec un dévouement et une abnégation au-dessus 
de tout éloge, payant de sa personne sans arrét et se dépensant sans 
compter pendant quatre ans. Son intelligente activité a permis d’éviter 
de nombreuses arrestations parmi le personnel de 1|’Institut Pasteur, 
d’obtenir la libération de bon nombre des personnes arrétées, et enfin 
d’empécher le départ en Allemagne pour le S. T. O. de tous les jeunes 
gens du personnel de l'Institut Pasteur désignés par les autorilés 
d’occupation. A ces titres, il est peu d’entre nous qui n’aient contracté 
envers Kossovitch une dette de reconnaissance. 

D’une vaste érudition, d’une constante affabililé, d’un dévouement 
sans bornes, Kossovitch dissimulait de rares qualités sous une réserve 
et une modestie qui n’ont pas permis & tous de l’apprécier a sa juste 
valeur. 

La Société Francaise de Microbiologie, dont Kossovitch a été l’un des 
fondateurs, gardera picusement son souvenir. 

P. LEPINE. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Magrou: J’ai l’honneur d’offrir & la Société Francaise de Micro- 
biologie un volume que je viens de publier aux éditions de « ]’Expan- 
sion Scientifique Francaise » sous le titre : Les maladies des végétaua. 
Le but de ce livre n’est pas de donner une description compléte des 
diverses maladies des plantes ; on s’y est attaché avant tout d analyser 
le mécanisme de l’action des parasites et & mettre en lumiére les 
réactions de leurs hétes. D’ot la large part faite aux phénoménes de 
Vimmunité chez les plantes, assez peu étudiés jusqu’ici, et & cet état 
d’équilibre entre les actions réciproques du parasite et de l’héte, que 
Yon désigne communément sous le nom de symbiose. Des rappro- 
chements sont faits aussi entre les maladies des plantes et celles des 
animaux, en vue de dégager des lois générales, communes A la patho- 
logie des deux régnes. 

Avec le regretté Maurice Nicolle, nous avions publié, en 1922, sur les 
maladies parasitaires des plantes, un exposé sommaire guidé par des 
tendances de méme ordre. De larges emprunts ont été faits, dans le 
présent ouvrage, & cette publication préliminaire ayec l’espoir que les 
lecteurs qui auront connu Maurice Nicolle y retrouveront comme un 
reflet de la pensée de cet éminent pastorien. 


eras 


eS, 


| 


PC ied cao sh Bi i RIE Oi, Ss el i aa 
; > Pyne yee \ing : is ree : 


SOCIETE FRANGATSE DE MICROBIOLOGIE 65 


COMMUNICATIONS 


BACTERIUM ALCALIGENES FECALIS 3 
ET HEMOPHILUS BRONCHISEPTICUS 
CARACTERES MORPHOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES. 
par M=* S. SZTURM et M's D. BOURDON. 


Bacterium alcaligenes fecalis fut décrit en 1896 par Petruschky (1), 
description reprise, modifiée, complétée par Klimenko (2), Hirst (8) 
et surtout en 1935 par Nyberg (4). Actuellement, ce germe est classé 
dans le genre Bacterium. ; 

Hemophilus bronchisepticus probablement déja isolé par Tarta- 
kowski en 1899 (5), étudié simultanément en 1911 par M’Gowan (6) et 
Ferry (7), appelé d’abord B. bronchicanis, puis bronchisepticus, a été 
classé jusqu’a ces derniéres années dans les Brucella (8) et est actuel- 
lement considéré comme un Hemophilus en raison d’antigénes 
communs avec H. pertussis. 

Nous avons étudié 30 souches de ces germes : 

21 ont été isolées dans le laboratoire du D™ Dumas ; 

9 proviennent de selles humaines prélevées chez des sujets suspects 
d’infections a Shigella ou Salmonella. 

Des 5 autres souches d’origine humaine, 2 étaient a l’état pur dans 
une hémoculture et dans un liquide céphalo-rachidien chez 2 malades 
rapidement guéris ; 1 était associée 4 d’autres germes dans un liquide 
pleural, 1 isolée dans un pus de sinusite polymicrobien, 1 coexistait 
avec un staphylocoque blanc dans un abcés axillaire. 

Nos 7 autres souches ont été isolées d’animaux : 2 au cours d’hémo- 
cultures chez le lapin, 3 de rhinites purulentes chez le lapin aussi, 
1 4 état pur, par hémoculture et d’un abcés pulmonaire, chez un rat. 

Des souches de collection, 6 étaient étiquetées Fecalis alcaligenes : 
1 provenait de la N. T. C. américaine, 1 de la collection de 1’Institut 
Pasteur, 4 nous ont été aimablement fournies par le Lister Institute ; i 
nous ne connaissons pas leur origine. Les 3 souches d’H. bronchisep- Nak 
ticus données par le Lister Institute étaient, l'une d’origine humaine, a 
l’autre d’origine canine, la troisiéme isolée d’un lapin. 

Les caractéres morphologiques de ces souches sont les mémes: 
bacilles mobiles (& l’exception de 4 souches), lophotriches, non spo- 
rulés, non capsulés. Ce sont, en culture jeune, de trés courts bacilles 
avec lesquels coexistent des formes moyennes ou longues, beaucoup 
plus rares, batonnets droits 4 extrémités arrondies, isolés ou en courtes 


(1) J. Perruscuxy, Zentralbl. Bakt., 1896, 19, 187. 

(2) W. Kumenxo, Zentralbl. Bakt., 1907, 48, 755. 

(3) L. Hirst, J. Roy. Army med. Corps, 1917, 29, 476. 

(4) C. Nyperc, Zentralbl. Bakt., 1935, 133, 443. 

(5) Tartaxowsk1, Zentralbl. Bakt., 1899, 25, 81. 

(6) J. M’Gowan, J. Path. Bact, 1911, 415, 372. 

(7) N. Ferry, J. inf. Dis., 1911, 8, 399. 

(8) Torrey et Witson, Principles of Bacteriology and Immunology, 1936. 
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chainettes, ne gardant pas le Gram, a coloration bipolaire. Les noyaux 
colorés par la méthode de Robinow (9) présentent les caractéres habi- 
tuels de ceux des Entérobactériacées. 

Les caractéres de culture rapprochent également ces différentes 
souches : trouble homogéne en bouillon avec ondes moirées (a l’excep- 
tion d’une souche rugueuse), puis dépét glaireux au fond du tube. 
Sur gélose les colonies sont transparentes, bleudtres, réguliéres, d’un 
diamétre de 3 A 4 millimétres en vingt-quatre heures. En gélose 
Veillon aucun de nos germes ne se multiplie dans la zone d’anaéro- 
biose, bien qu’Hauduroy (10) ait signalé ce caractére pour H. bronchi- 
septicus. En gélatine la culture, peu abondante, se fait le long de la 
strie d’ensemencement sans liquéfaction. Pas de liquéfaction non plus 
du sérum coagulé sur lequel la culture est abondante. 

La recherche de l’indole et celle de 1’H,S sont négatives. Aucune de 
nos souches n’est hémolytique pour les globules de cheval. Tantdt le 
lait n’est pas modifié, tantot il prend une teinte jaune du cinquiéme 
au huitigme jour [fait signalé par Gaethgens (11) en 1907]. Tour- 
nesolé, le lait est toujours bleu en deux a trois jours, puis il bleuit 
encore les jours suivants jusqu’A une couleur sombre. D’une fagon 
constante, permettant un diagnostic précoce, le petit lait tournesolé 
est bleu en vingt-quatre heures: Sur pomme de terre, toutes nos 
souches donnent en vingt-quatre heures une culture abondante, lisse, 
brillante, d’abord blanc créme, puis jaune et enfin marron, en méme 
temps que le cylindre de pomme de terre brunit. Les réactions du 
rouge de méthyl et de Voges-Proskauer sont toujours négatives, de 
méme la recherche de ]’ammoniaque, tandis que celle de la catalase est 
toujours positive. En milieu de Fergusson et Hook, 10 souches uti- 
lisent Vurée en quelques heures, les autres ne la transforment pas. 

L’absence d’utilisation des substances hydrocarbonées est le carac- 
tere le’ plus connu de ces germes. Nos 30 souches n’utilisaient pas : 
arabinose, xylose, glucose, lévulose, mannose, galactose, saccharose, 
maltose, lactose, amidon, inuline, glycérine, mannite, dulcite, sorbite, 
salicine. Chez une de nos souches (n° 16) est apparu au bout d’un an 
de séjour au laboratoire le pouvoir d’utiliser tardivement (au qua- 
triéme jour) le glucose ; ce caractére avait été observé par Nyberg 
(pour certaines de ses souches). 

La réduction du bleu de méthyléne en bouillon varie d’une souche 
4 Vautre, le milieu au rouge neutre n’est jamais modifié. 

En résumé, ces 30 souches pouvant étre classées d’aprés leur origine 
les unes en H. bronchisepticus, les autres en B. alcaligenes fecalis, pré- 
sentent les mémes caractéres morphologiques et un certain nombre 
de caractéres biochimiques communs. Les caractéres variables : action 
sur l’urée, sur le citrate et réduction du bleu de méthyléne, ne nous 
ont pas permis de séparer nos souches en différents groupes. Dans une 
note ultérieure, nous montrerons qu’il existe aussi une unité anti- 
génique entre ces deux especes. 


(Institut Pasteur.) 


(9) C. Rosinow, Proc. Roy. Soc., B, 1942, 430, 299. 
(10) Haupuroy, Dictionnaire des Bactéries Pathogénes, 
(11) Garrncens, Arch. Hyg., 1907, 62, 153. 
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A PROPOS DE L’ACTION ACCELERATRICE 
DE LA PENICILLINE 


SUR LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 
par Paul HAUDUROY et Willy ROSSET. 


MM. Charles Riviére, Maurice Thély et Gabriel Gautron ont publié, 
le 30 juin 1947, 4 l’Académie des Sciences de Paris (1) une note dans 
laquelle ils amnoncent que des cobayes tuberculisés avec 2/1.000 de 
milligrammes d’une souche virulente de bacille de Koch, traités jour- 
nellement avec 10 4 30 unités par gramme d’animal de pénicilline 
francaise ou américaine, sont morts pour la plupart avant le dixiéme 
jour du traitement. L’autopsie des animaux, l’examen des organes, 
a montré une trés forte réaction ganglionnaire sans présence de 
bacilles tuberculeux. Les cobayes témoins non tuberculisés et traités 
de méme « n’ont rien montré de semblable », ajoutent les auteurs. 

I] résulterait de cette note que la pénicilline a une action accélé- 
ratrice considérable sur la tuberculose expérimentale du _ cobaye, 
conclusion qui serait 4 la fois extrémement intéressante, si l’on se 
place au point de vue de la maladie expérimentale, extrémement grave, 
si l’on se place au point de vue de la maladie naturelle, puisqu’il 
deviendrait dangereux de traiter des tuberculeux a la pénicilline. 

Nous avons repris ces essais sur les séries de cobayes suivantes : 


PREMIERE SERIE. — 10 cobayes ont recu, pendant cing jours, 20 U. O. 
de pénicilline par gramme journellement (10 unités le matin, 10 unités 
le soir). Ils ont été tuberculisés le cinquiéme jour avec environ 5 mil- 
lions de germes de la souche 83012 du Centre de Collection de Types 
Microbiens de Lausanne. Le traitement a la pénicilline est arrété a la 
fin du cinquiéme jour, juste avant la tuberculisation. 

Résultat. — Les cobayes commencent A mourir au deuxiéme jour 
La mortalité s’accroit de jour en jour, il n’en reste plus que 6 au 
cinquiéme jour. Aprés l’inoculation virulente, le nombre des morts 
croit encore et dix-huit jours aprés l’expérience, il ne reste qu’un 
animal vivant. 


Deuxiime sir. — 10 cobayes ont recu, comme les cobayes de la 
série 1, journellement 20 U. O. de pénicilline par gramme pendant 
cing jours. Ils sont tuberculisés le cinquiéme jour. Le traitement a la _ 
pénicilline est continué les jours suivants aux mémes doses et au 
méme rythme. 

Résultat. — La mortalité commence aussi a se manifester avant 
Vinoculation virulente. Il reste 7 cobayes vivants au cinquiéme jour 
(avant la tuberculisation). Tous les animaux sont morts au huitiéme 
jour, c’est-a-dire trois jours aprés la tuberculisation. 


TRoIsizME SERIE. — 10 cobayes sont tuberculisés comme les cobayes 
de la série 1 et de la série 2. Le jour de l’inoculation virulente, ils 


(1) Ch. Riviére, M. Tuety et G. Gaurron, C. R. Acad, Sci., 1947, 224, 1856. 
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ia KK s recoivent 20 U. O. par gramme de pénicilline (10 unités le matin, 
; ; 10 unités le soir). Le traitement est continué chaque jour. re 
os, Résultat. — En quatre jours tous les animaux sont morts. : 
a Quarrikme série. — 5 cobayes destinés & servir de témoins regoivent 
9 3 journellement sous la peau de la pénicilline aux mémes doses et .au 
_ méme rythme que les cobayes des séries 1, 2 et 3. Ces cobayes ne sont 
’ pas tuberculisés. j 
-— Résultat. — 4 cobayes sur les 5 sont morts au cinquiéme jour. Tous ~ 
les cobayes sont morts au sixiéme jour. - 
Shee Cinquizme séRiE. — 15 cobayes destinés aussi 4 servir de témoins : 
‘= regoivent sous la peau une inoculation de bacilles virulents comme les 
eu cobayes des séries 1, 2 et 3. Ils ne sont pas traités 4 la pénicilline. : 
ase 5 Résultat. — La tuberculose expérimentale de ces 15 cobayes a évolué 
Pa d’une fagon normale, sans mortalité rapide. 
& | * | 
yi i , * * 
ms 7 Le tableau ci-joint permet de suivre l’évolution de la mortalité dans 
. ty les différentes séries d’animaux. 
ae Tous les animaux morts ont été autopsiés. Ils présentaient avant 
i 7 
oy a) @ BK 
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Vestomac, quelquefois des foyers congestifs dans la rate, rarement dans 
le foie, des ganglions mésentériques légdrement grossis. On a pu 
dépister exceptionnellement dans les ganglions des animaux des 
séries 1, 2 et 3 de trés rares bacilles acido-alcool-résistants, pour ceux 


; d’entre eux qui sont morts, aprés inoculation de bacilles de Koch. 
if { L étude histologique du foie, de la rate, des ganglions et des intes- 
9 tins, faite par notre collégue le professeur Jean-Louis Nicod, a montré 
“4 une dilatation des vaisseaux remplis de sang, sans trace de réaction 
: inflammatoire. Il n’y a pas de prolifération de Vappareil réticulo- 


endothélial, pas de dégénérescence des cellules hépati 
de lésions tuberculeuses. patiques, Pas. de, trage 


i Les conclusions que nous pouvons ti oh 
rer de notre expérimentati 
sont les suivantes : ahi iat, 
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1° La pénicilline n’a aucune action sur l’évolution de la tuberculose 
oe du cobaye dans les conditions ot nous nous sommes 
placés. 
2° La pénicilline se révéle trés toxique pour le cobaye A la dose de 
20 unités par gramme et par jour injectées sous la peau. Cette conclu- ra 
sion ne fait que confirmer les recherches antérieures de Hamre, Rake, ee 
McKee et McPhillamy (2), de Heilman et Herrel (3), de Alston et 
Broom (4), de Borg-Petersen et Schmidt (5), de Rake et Richardson (6). 
Nos résultats ne confirment pas ceux de Riviére et de ses collabo- oa 
rateurs. La mortalité des cobayes est simplement due & la toxicité de 
la pénicilline pour ces animaux. 


(Institut d’Hygiéne, de Bactériologie et de Parasitologie de Lausanne. 
Directeur : Professeur P. Haupuroy.) 
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Z “ACTION DE LA STREPTOMYCINE 

z SUR LES BACILLES PARATUBERCULEUX 

a par Paul HAUDUROY et Willy ROSSET. 

: 


3 Différents auteurs, Schatz et Waksman en particulier, ont étudié 
Vaction de la streptomycine sur quelques souches de bacilles paratu- 
berculeux. Ils ont trouvé que la sensibilité de ces germes était du 
méme ordre de grandeur que celle de Mycobacterium tuberculosis. 

; Nous avons repris cette étude sur 58 souches de bacilles paratuber- 
f culeux d’origines diverses appartenant au Centre de Collection de 
oa Types Microbiens de 1’Institut d’Hygiéne de Lausanne. Le tableau 
ci-dessous donne l’ensemble de nos résultats : 

Vingt-huit souches (soit environ 48 p. 100) se sont montrées résis- 
—  tantes A 1/10 de y par centimétre cube de streptomycine et sensibles 
ca 4a 1 y par centimétre cube, 18 souches (soit environ 31 p. 100) résis- 
tantes 4 1 y par centimétre cube et sensibles &4 10 y par centimétre 
cube, 5 souches (soit environ 9 p. 100) résistantes A 10 y par centi- 
métre cube et sensibles 4 100 y par centimétre cube, 4 souches (soit 
environ 7 p. 100) résistantes 4 100 y par centimétre cube et sensibles 
4 1.000 y par centimétre cube, 3 souches (soit environ 5 p. 100) résis- 
tantes a 1.000 y par centimétre cube et sensibles 4 10.000 y par cen- 
timétre cube. : 

Nous croyons devoir tirer quelques conclusions de ces résultats expé- 
rimentaux : 
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(2) D. M. Hamre, G. Rane, C. M. Mec Kez, et H. B. Mc Pamiamy, Am. 
J. med. Sci., 1943, 206, 642. ; 
(3) F. R. Hemnan et W. E. Herren, Proc. Mayo Clin., 1944, 419, 89. 
(4) J. M. Astron et J. ©. Broom, Brit. med. J., 1944, 2, 718. 
(5) C. Borc-Petersen et M. R. Scumipr, Acta Path, Microbiol. Scand., 
1945, 22, 462. 
(6) G. Raxe et A. P. Ricwarpson, Ann, N. Y. Acad. Sci., 1946, 48, 143. 
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NUMEROS 1407 |) Ay 1oy | 400y | 4.000 [40.000 y 
DES SOUCHES par cm? | par cm* | par em’ | par cm’ | par cm® | par em* 


ES | | NS | |S | 
! 


54, 54,0, 53B, 63, 67, 
68, 70, 71, 714, 76, 
71, 79, 83, 86, 133, 


134, 436, 140, 444.1 + (4) 0 (*) 0 0 0 0 
452, 453, 170, 474, 
472, 478, 116, 178, 
188. 
85,0, 58, 59, 60, 61, 
68, 78, 8 , 90, 135, a ‘ 
437, 138, 149, 169... + 7 0 y 
473, 482, 491, 197. 
73, 89, 93, 450, 184.) + ¢ st 0 0 6 
54, 84,0, 139, 143. ae ti ie a 0 0 
54 J, 54B, 144, + + + + 4 0 


(1) Le signe + indique une cullure positive en présence de la dose indiquée de 
streplomycine, ¢ ’est-a-dire la résistance du germe étudié; le signe 0 indique Yabsence 
de culture, c’est-a-dire la sensibilité.du germe a la dose indiquée. 


1° Dans l’ensemble, il apparait que la trés grande majorité des 
bacilles paratuberculeux (79 p. 100) sont sensibles comme les bacilles 
tuberculeux 4 des doses inférieures 4 10 y par centimétre cube de 
streptomycine. 

2° Une minorité de bacilles paratuberculeux (souches 51 J, 4 B, 144) 
résistent a 1.000 y par centimétre cube et sont sensibles a 10. 000 y par 
centimetre cube. Cette résistance est naturelle, ces souches n’ayant 
jamais eu de contact avec la streptomycine. 

Les souches 51 J et 54 B sont des mutations chromogénes des 
souches 51 et 54 isolées respectivement d’organes d’un rat apparem- 
ment sain, et de tortue. 

La souche 144 a été isolée chez un animal d sang froid (Collection 
nationale anglaise). 

Il est curieux de voir que les souches originales 51 et 54 sont plus 
sensibles 4 la streptomycine que les mutants. Emulsionnées en eau 
physiologique et injectées au cobaye, les souches résistantes (61 J, 
54 B) se montrent avirulentes. 


(Institut de Bactériologie et d’Hygiténe de Lausanne.) 
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SUR UN MODE DE NOTATION SIMPLE ET RATIONNEL 
DES CARACTERES BIOCHIMIQUES ET CULTURAUX 
DES PRINCIPALES BACTERIES 
par M. ANDRAC, Ch. GREBUS et G. GAUDE. 


Nul n’ignore les difficultés que l’on éprouve 4 se rappeler les pro- 
priétés essentielles des bactéries, méme celles parmi les plus impor- 
tantes qui servent & les caractériser et les identifier. : 

D’autre part, étant donné le grand nombre — pour certains germes 
— des races adaptatives ou des variantes, différant de l’espéce type par 
un ou plusieurs caractéres, la confusion est fréquente. 

Il est de bonne régle de donner un nom patronymique 4 telle ou 
telle espéce ou telle variante, mais malgré les efforts de classification, 
ces dénominations n’évoquent, méme pour Jinitié, aucune « formule » 
bactériologique du germe étudié. 

C’est pour tacher de remédier & ces deux inconvénients que nous 
proposons un moyen trés simple, qui permet de représenter un 
nombre suffisamment grand de propriétés, moyen mnémotechnique 
par ailleurs, capable d’identifier rapidement une bactérie déterminée. 


Principr. — Nous envisageons 12 caractéres (1) : 

1° Action sur 6 hydrates de carbone qui sont dans l’ordre alphabé- 
tique : glucose, lactose, levulose, maltose, mannite, saccharose ; 

2° Six propriétés diverses : Dégagement de gaz. Action sur la géla- 
tine. Gramophilie. Production d’indol. Action sur le lait. Noircis- 
sement des milieux au plomb. 

Considérons l’exemple du Proteus vulgaris et écrivons classiquement 
les caractéres de ce germe : 


GLUCOSE 
LACTOSE 
MALTOSE 
ACCHAROSE 
AZ 
GELATINE 
GRAMOPHILIE 
INDOL 
LAIT 
PLOMB 


Proteus vulgaris... . . 0 | eee se ey te Oe 
a EC I ED PS I EES PEE TO AE POO EL CE LEED LO ELLE SOOO LEE SOE LED DIELS 


Le seul artifice consiste 4 écrire 1 4 la place de +. Nous aurons 
ainsi : 
Ape Odea Oot: LTO ront 
Scindons ces 12 caractéres en deux groupes : 
Ces deux séries de chiffres 104404 et 1101141 
(1) Nous avons pris arbitrairement ces 12 caracteéres, étant évident que 


la méthode peut s’appliquer & d'autres caracteres que ceux choisis, a 
condition de se mettre d’accord sur ceux-ci, ainsi que sur leur ordre. 
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E L'INS 
ty ay composées seulement de 1 et de 0 peuvent étre considérées comme — 
aes 2 nombres écrit dans le syst8me de numération binaire qu’il suffira 
crt de transcrire dans le systtme de numération décimale pour en avoir 
: une expression simplifiée. 
. Ln Ceci de la facon suivante : i 
Se ‘Le premier chiffre & partir de la gauche vaut. ...-....-. 4 
‘aed Le deuxiéme chiffre & partir de la gauche vaut...-..... 2 ; 
eas Le troisiéme chiffre & partir de la gauche vaut......... 4 : 
pu Le quatriéme chiffre & partir de la gauche vaut. ...... - 8 ; 
ve Sgn . Le cinquiéme chiffre a partir de la gauche vaut. .... - Pein ae 
si f Le sixiéme chiffre a partir de la gauche vaut........- 32 
iene Remplacgons les séries de chiffres par leur valeur respective, sauf — 
ae” pour le chiffre 0, et additionnons. 
<2 ; Dans l’exemple précédent : 
as pd VOL ACIS ORL Set ce ARO) alias 
; Xx ¢ nous aurons pour la premiére série : 
rs 1+0+4+8+0+432 = 45, 
eS pour la seconde série : 
Br ) 1424048446432 = 39 
we ’ 
pee” La notation précédente de Proteus vulgaris devient une « formule 
c, bactériologique ». 


Proteus vulgaris 45-59. 


45 exprime les propriétés vis-a-vis des hydrates de carbone. 


i = 59 exprime les autres caractéres envisagés. 
oo. Si nous représentons de plus la forme bacille par la lettre initiale « B » 
aay (de méme la forme coccus par « C », vibrion par « V », etc.) 


la formule de Proteus vulgaris s’écrira : B 45-59. 


= On peut parler de « formule » par analogie avec les formules chi- 
— miques, puisque, comme pour ces derniéres, elle exprime — sinon la 
oe constitution — du moins les principales propriétés biochimiques et 
culturales de la bactérie. 
fa Inversement, pour reconstituer, 4 partir d’une formule donnée, les 
Bere, caractéres du germe, il suffira de transformer le nombre décimal 
iat en nombre binaire et d’affecter chaque chiffre trouvé (1 ou 0) dans 
ase Vordre des caractéres envisagés. 
~~ Reprenons ]’exemple de Proteus vulgaris. . 
ee L Transformation de 45 en nombre binaire : 
45 étant impair sera compty |.) penne) ase eee 4 
Le nombre entier égal ou immédiatement inférieur & la moitié 
> ei de 45 soit 22 étant pair sera compté..). 2. . > 29 2... 0 
=~ Le nombre entier égal ou immédiatement inférieur & la moitié 
de 22 soit 44 étant impair sera compté.-.......... 1 
Le nombre entier égal ou immédiatement inférieur & la moitié 
de'44, soit 5 étant impair sera/comptéarn ss) see i eee 4 
y 5 Le nombre entier égal ou immédiatement inférieur & la moitié 
; de"5 soit 2 étant pairisera, compt6 9 <4) 2 4) ee 0 


if Le nombre entier égal ou immédiatement inférieur a la moitié © 
de 2 soit 1 étant impair sera compté 


pe Neue iorirons la suite des chiffres : 
1044-0 4 


De méme pour 59 


S59 impaik vaute! 2. SRR 2 AR Me erlie Cine Less" Ob. cat maahtae aan 4 
Le mioitié de-49 soit 29/impair' vant... 2 6. ee 4 
Levmottiede 2o:gort 44 pain wait ccs oS ek ek be oo 0 

Beret OMG dedersOll  mApaIn val vs. 15) tc ice oie eRe au 4 
Re eee MOG de rRSOlt asim pAaIn VAUlso ss slksieos s<7e we + foe fi 
Harmroitié dese -soltermipalr-VAUC, Jon! 5.0 cba 3) ks cece 4 


Nous écrirons 
: Ne Va Op ie 


Ces méthodes de transformation, générales en mathématiques, nous 
permettent de retrouver la « formule » complete : 


AOA a0 A OTe 


Sta oe Yoke eM sy ape | oy etme! fe See et sudepp det! cele iat ome e:! fe 
aeRO Ne oN Sa858) ep Lea) welt Tl) ey) IAS aece | RG RCUMIM EC is deh lel Vis) fete Sete ey ee ge 
ative Mia Peihel ls rere, Melee stems eet ™ Cet. i Sere Ree Rape Se Se is fe sie Sie ee he lier oyu 
SED POS eS ae, PW ee Ea poe wa ES sO a eee ee Se Te es a ay 
pres ele eit sith oat We hello lt eee a RAVE 2) Le) oo hem at 0) ASS ey es) Ye) ie <0}, Se) 


ate) hee ae 0 Pet eM wk a he ae se ee REALE AS ‘ole Go 8) ape (bye) ol “eas 0,4 fey. 0) ta te! 


Théoriquement, en utilisant 2 groupes de 6 caractéres, nous pourrons 
exprimer les propriétés de 4096 germes différents avec 4 chiffres. 


Remargues. — 1° Au point de vue mémoire, la notation envisagée — 
parait simple a retenir, puisqu’elle rappelle un numéro d’appel télé- 
phonique : we) 

B 45-59, B 31-49, V 641-26, etc... 


2° Les résultats par cette méthode de notation ne s’expriment que par 
l’absence ou la présence du caractére considéré, c’est-a-dire son aspect 
négatif ou positif. 

Il serait possible d’établir des « formules » permettant de noter l’in- — 
constance d’un caractére exprimé classiquement par + et admettre, 
par exemple : 


- 
Pourshabsencerduycaracreresi-msr s/o. pecmten ured ie degl\s y suite. Skee i) 
Pour la présenceimconstamte, (12 ve ao at) gee oe 4 
Pourplaspresence cOnstanve | 00:2 Ves eho pe ee aig 2 


Il suffirait d’utiliser dans ces cas un systéme de numération ter- 
naire, mais les calculs seraient moins simples. 

8° En ce qui concerne la classification des bactéries, ce systéme per- 
met trés rapidement de différencier et de faire connaitre les caracteres 
distinctifs de 2 espeéces voisines ou de 2 variantes. 

Par exemple, au lieu de dire Escherichia coli var. X, qui n’évoque 
rien, nous noterions Escherichia coli 31-49, ce qui signifierait que 
cette variante différe de l’espéce type Escherichia coli 31-57 en ce sens 
qu’elle est non indologéne. 
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De méme, nous différencierons rapidement 
Vibrio comma 61-10 de Vibrio comma 61-26 et Vibrio comma 61-58. 

Le premier ne coagule pas le lait et ne noircit par le Pb. 

Le deuxiéme coagule le lait et ne noircit pas le Pb. 

Le troisiéme coagule le lait et noircit le Pb. 

4° Au point de vue pratique courante de laboratoire, en présence 
d’une bactérie A identifier, (provenant, par exemple, d’une hémo- 
culture ou d’une coproculture), l’étude systématique de ces 12 carac- 
teres sur milieux appropriés permet d’obtenir, en fin de compte, une 
« formule bactériologique » du germe. 

Par exemple, B 29-08. 

Se rapportant alors & un tableau dressé une fois pour toutes comme a 
un annuaire, il sera facile de se rendre compte que l’on a affaire a 
Shigella paradysenterial, Flexner II. ‘ 

5° Comme il apparait évident que ces 12 caractéres, tout au moins 
les 11 caractéres biochimiques, ne peuvent s’appliquer 4 toutes les 
familles, il serait possible de grouper celles dont la différenciation 
est possible par les mémes propriétés, et de dresser 2 ou 38 listes de 
12 caractéres auxquels on devrait se rapporter suivant le germe consi- 
déré. 


(Laboratoire Médical de Biologie, D™’ AnpRAc et GREBUS.) 


CULTURES RETARDEES 
PAR ADDITION DE SULFAMIDES (SUITE) : 
LEUR ACTION CURATIVE DANS LES INFECTIONS 
A B. PARATYPHIQUES B DES SOURIS ET DES COBAYES 


par R. SEIGNEURIN. 


Dans un précédent mémoire (1), nous avons montré comment, en 
repiquant successivement, toutes les six heures, sur bouillon nutritif 
sulfamidé a 0, 33 p. 100 une culture de B. paratyphiques B récemment 
isolée d’une hémoculture, on obtient un « retard » de croissance de plus 
en plus important au fur et & mesure des passages, et tel qu’au qua- 
tritme passage, la culture ne se développe plus. Le troisitme 
passage que nous nommons §, pour simplifier, représente ce que 
nous appelons une culture retardée }X son maximum. Nous avons 
vu que cette culture retardée se comporte vis-d-vis du cobaye comme 
une culture attémuée capable, dans certaines conditions, de lui con- 
férer un état d’immunisation. 

Rappelons briévement le protocole expérimental : 4 15 cm* de bouillon 
peptoné simple, nous ajoutons aseptiquement 0,050 g. de 1162 F en 
poudre, stérile, dont nous hatons la dissolution en tiédissant A 56° ; le 
milieu est donc sulfamidé a 0,33 p. 100. Nous y ensemengons une dse 
de B. paratyphiques B tout récemment isolés d’une hémoculture 


(1) Ces Annales, 1947, 73, 1178. 
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humaine, et nous portons A 387°. Six heures aprés, nous inoculons 
VI a VIII gouttes de cette premiére culture dans un deuxiéme tube 
du méme milieu sulfamidé réchauffé d’avance A 37°. Six heures plus 
tard, nous reportons encore VI A VIII gouttes de cette deuxiéme cul- 


_ture dans un troisiéme tube également sulfamidé. C’est cette troi- 


siéme culture que nous utilisons au bout de six heures d’étuve, et que 
nous appelons S, : c’est une culture retardée A son maximum. 

L’objet de ce second mémoire est de rapporter les nouveaux essais 
d’immunisation que nous avons entrepris, et surtout les effets curatifs 
que nous avons obtenus. 


IV (suite) : Essar D’IMMUNISATION PAR CULTURES RETARDEES (fin), — 
Dans le précédent mémoire, nous avons montré qu’en utilisant des 
doses suffisamment faibles (1/2 doses mortelles environ), on confére 
au cobaye une immunité certaine, qui se traduit par sa résistance & une 
inoculation ultérieure massive de bacilles virulents, et par la présence 
dans son sérum d’agglutinines spécifiques. 

Nous avons immunisé de la méme facon des souris blanches (de 
poids de 30 g. environ), auxquelles nous avons injecté successivement, 
pendant trois jours, 50, 20 et 20 millions de germes d’une culture retar- 
dée S,. Mais ici, la dose immunisante étant proche de la dose mortelle, 
et variable avec le poids de |’animal, l’expérience a été difficile 4 mener 
a bien dans tous les-cas. Néanmoins, l’immunisation a pu étre obtenue 
dans 50 p. 100 des cas. : 


V. AcTION CURATIVE DES CULTURES RETARDEES. 


1° Nous nous sommes d’abord adressé aux souris. 

Deux lots de 6 souris (de 30 g.) recoivent, par inoculation sous- 
cutanée, l’un 50 millions de B. paratyphiques B (cultures en bouillon 
de 8h); l’autre 100 millions de ces mémes germes. A titre curatif, 
toutes les souris (sauf une dans chaque lot, conservée comme témoin), 
recoivent le lendemain 25 millions, et le surlendemain 20 millions de 
germes de culture retardée §,. Trois jours aprés l’inoculation infectante, 
toutes les souris ayant recu 100 millions de bacilles meurent. Par contre, 
de celles qui ont recu 50 millions de bacilles, seule meurt la souris 
témoin, au deuxiéme jour ; les autres survivent, et cette survie se pour- 
suit au. dela du vingtiéme jour. On est donc en droit de conclure a 
Vaction curative des cultures retardées, dans ce lot de souris. I] est 
probable que la dose infectante était trop élevée dans l’autre lot. Nous 
en avons eu d’ailleurs une confirmation en inoculant 4 un lot de 4 souris 
(de 30 g.) 80 millions de B. paratyphiques B (culture de bouillon en 8 h) : 
1a encore, dés le deuxiéme jour, les souris succombérent, trois d’entre 
elles sans avoir eu le temps de recevoir d’injections curatives, la qua- 
trigéme aprés n’en avoir recu qu’une seule. Par contre, d’un autre 
lot de 4 souris ayant recu seulement 40 millions des mémes germes, 
seule la souris témoin mourut deux jours plus tard, les 3 autres sur- 
vécurent aprés avoir recu 25, puis 20 millions de germes §,. 

2° Nous avons alors conduit 1l’expérimentation sur les cobayes. 
trois souches différentes de B. paratyphiques B (tout récemment isolées 
d’hémocultures) furent inoculées 4 3 lots de cabayes. 
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Le premier lot de 6 cobayes (de 420 4 580 g.) recut par inoculation 
intramusculaire 100 millions de bacilles (culture en bouillon de 16 h.) ; 
V’un des cobayes fut gardé comme témoin ; les autres recurent chaque 
jour, pendant trois jours consécutifs, a partir du lendemain de Vino- 
culation, c’est-d-dire les deuxiéme, troisiéme et quatriéme jours de la 
maladie, 30 millions de bacilles d’une culture retardée 8, préparée, 
selon l’habitude, a partir de la souche infectante ; aprés une perte de 
poids pendant les cing premiers jours qui ne dépassa jamais 10 p. 100, 
ious ceux-ci étaient encore vivants un mois plus tard, et leur poids 
avait augmenté de 5 A 7 p. 100; par contre, le cobaye témoin mourut 
cachectique dix-huit jours aprés l’inoculation, aprés avoir perdu le 
tiers de son poids initial. 

Le deuxiéme lot de 4 cobayes (tous de 400 g.) recut 300 millions de 
bacilles (culture en bouillon de 18 h.). Le surlendemain, c’est-d-dire 
le troisitme jour de l’infection, 8 cobayes recurent chacun 380 millions 
de germes S, ; le cinquitme jour, on renouvela le méme essai théra- 
peutique ; quant au quatriéme cobaye, il servit de témoin et succomba 
au dix-neuvigme jour, son poids étant tombé de 400 a 190 g. Les 
3 autres étaient encore vivants un mois plus tard, et leur poids, qui 
était descendu A 350 g. vers le troisitme jour, était remonté, un mois 
aprés, & plus de 470 g.: on peut donc les considérer comme guéris. 

Enfin, le troisitme lot de 4 cobayes (de 860 A 450 g.) est inoculé 
avec 1 milliard de bacilles (culture en bouillon de 24 h. provenant d’un 
isolement dans les selles) ; la dose fut nettement augmentée dans cette 
expérience, car la souche avait vieilli, hors de l’organisme, sous l’action 
de plusieurs passages. Trois cobayes furent traités, les deuxiéme, troi- 
siéme et cinquiéme jours de la maladie, chaque fois par 30 millions de 
bacilles S,.. Le quatriéme cobaye servit de témoin ; il succomba le 
quinziéme jour, aprés une chute massive de poids. Les cobayes traités, 
par contre, encore vivants au dela d’un mois, et ayant augmenté de 
poids, purent étre considérés comme guéris. 


3° Discussion. — On pourrait objecter que cet effet curatif serait 
peut-étre dQ aux traces de sulfamides dissoutes dans le bouillon de 
culture : en effet, celui-ci contient 3,3 mg. de sulfamide par cm ; 
cette dose, répétée pendant trois jours, serait-elle suffisante pour enrayer 
la maladie chez le cobaye ? C’est ce que nous avons cherché: a cet 
effet, dans le deuxidme lot de cobayes, un cinquitme animal fut traité 
par le filtrat des cultures S,, contenant, selon toute vraisemblance, 
la méme quantité de sulfamide : il succomba encore plus rapidement 
que le témoin. Nous reviendrons ultérieurement sur cette incidence 
particuliére, L’effet curatif des cultures retardées n’est donc pas df aux 
traces de sulfamide qu’elles contiennent. 

Une autre objection pourrait ¢tre faite : les microbes atténués selon 
les procédés classiques (vaccins anti-typho-paratyphiques, ' par exemple) 
n’auraient-ils pas, chez le cobaye, une action curative analogue & 


celle des cultures retardées ? L’expérience nous a montré qu’il n’en 
est rien. 


ae Conc.ustons. — Les cultures retardées (telles que nous les avons 
définies et en avons indiqué le mode d’obtention au début de cette 
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étude) ont une action curative certaine sur les infections expérimentales 
a B. paratyphiques B des souris et des cobayes. Ce nouveau procédé 


de traitement, que nous proposons d’appeler « auto-brado-thérapie » 
_. (thérapeutique par culture retardée du germe du malade lui-méme) 


a ceci de particulier qu’il utilise le microbe, agent causal de la maladie, 
comme source de préparation de la culture retardée : c’est une sorte 
d’auto-vaccino-thérapie, mais qui ne fait plus appel aux agents phy- 
siques ou chimiques (chaleur ou antiseptiques), mais, au contraire, aux 
phénoménes purement biologiques et bactériostatiques qui se passefit 
lors du double processus : action des sulfamides d’une part, repiquage 
toutes les six heures d’autre part. Or, il semble que ces germes, au 
lieu d’avoir simplement perdu leur virulence (comme dans un auto- 
vaccin), aient, au contraire, acquis des propriétés nouvelles, actuelles 
et éphéméres,-instables, qu’il est encore prématuré d’analyser, mais 
qui se traduisent par l’effet curatif dont ce mémoire est le sujet. 


(Laboratoires du Centre hospitalier régional de Grenoble.) 


\ 


CULTURE DES ANAEROBIES EN MILIEU NON DESAERE 
ET AL'AIR LIBRE EN PRESENCE DE REDUCTONE 


par A, R. PREVOT. 


On a cherché, de tout temps, 4 simplifier la technique de culture des 
anaérobies ; on a imaginé pour cela de trés nombreuses méthodes 
et utilisé diverses substances réductrices. Chacune de celles-ci a ses 
avantages et ses inconvénients, mais aucune n’a réussi a s’imposer de 
facon universelle. 

Cependant, étant donné le prix trés élevé des méthodes actuelles 
(’élimination de l’air par 1]’ébullition est une opération cotiteuse ; les 
tubes scellés dans le vide sont trés chers ; les récipients pour le vide 
collectif sont d’un prix inabordable), il y avait intérét 4 chercher une 
substance bon marché, facilement maniable, permettant d’éviter la 
régénération des milieux liquides, l1’emploi des « anaerobic-jar » et la 


 perte des tubes scellés. 


Or, von Euler et Martius avaient, au cours de leurs recherches sur 
l’oxydo-réduction, isolé une substance: la réductone de Wurmser ; 
c’est le diénol de ]’aldéhyde tartronique, de formule HOCH=COH-CHO, 
substance trés réductrice & laquelle ces auteurs attribuaient 1l’abaisse- 
ment du rH des milieux par |’ébullition. Nous avons voulu voir si 
cette substance pouvait permettre la culture des anaérobies a |’air 
libre dans des milieux liquides non désaérés par ébullition. Nous nous 
sommes servi d’un produit belge connu sous le nom de « réductose », 
employé en brasserie pour empécher l’action nocive de l’oxygéne au 
cours de la fabrication de la biére. Ce produit est trés riche en réduc- 
tone. Il se présente sous la forme d’une pate brune, onctueuse, facile 
a conserver a la glaciére. 

Il agit A la dose de 0,25 g. par litre de bouillon. On prépare a 
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l’avance des suspensions de réductone titrant 0,25 g. pour 10 cm* 
d'eau distillée, de facon A n’ajouter qu’un petit volume de liquide au 
milieu. Ce produit est facile A stériliser en verre neutre. Nl suffit 
de 1 cm® de cette suspension ajoutée a des tubes de bouillon au vert- 
janus ou a la phénosafranine pour décolorer l’indicateur en moins 
d’une heure : c’est-d-dire que le rH s’abaisse vers 5,8-5,4, soit & une 
limite inférieure & celle du départ de l’immense majorité des anaéro- 
bies. C’est ainsi que nous avons pu obtenir, soit en tubes ouverts, soit 
en flacons de grand volume non désaérés (1 a 6 litres) des cultures trés 
rapides et trés abondantes des anaérobies telluriques : W. perfringens, 
Cl. septicum, Cl. histolyticum, Cl. sporogenes, Cl. bifermentans, Cl. 
ghoni, Cl. hastiforme, Cl.'hemolyticum, Cl, innominatum, Cl. todo- 
philum, Cl. irregularis, Cl corallinum, ainsi que des anaérobies de la 
flore endogéne : Sph. funduliformis, Ram; ramosum, Strept. putridus, 
V. parvula, etc. 

Un fait trés important a été, en outre, constaté: on peut obtenir 
facilement des toxines gangréneuses, tétaniques et botuliques par ce. 
procédé, sans désaération, sans vide, A l’air libre, dans le méme temps 
et avec les mémes titres qu’aprés l’anaérobiose provoquée par les 
méthodes habituelles. 

C’est ainsi que nous avons obtenu une toxine perfringens en 18 h., 
titrant 20 d.m.m. souris par centimétre cube et 2.000 doses hémoly- 
tiques. 

On peut ainsi obtenir la toxine tétanique en huit jours, titrant 
50.000 d.m.m. cobaye par centimétre cube. On peut également obtenir 
une toxine botulique D en quatre jours, dont 1 cm? contient 
2.000 d.m.m. cobaye. 

Ainsi, l’emploi de réductone permet une économie de temps, de 
main-d’ceuvre, de matériel et de calories, et simplifie au -maximum 
la technique des anaérobies. 


(Institut Pasteur.) 


RECHERCHES HISTOPATHOLOGIQUES 
SUR CERTAINES LESIONS DES LAMINAIRES 


par J. POCHON. 


Etant donné le trés grand intérét théorique, mais aussi pratique et 
économique, de la maladie qui dévaste depuis des années les champs 
de Zostéres de 1]’Atlantique, aussi bien de la céte américaine qu’euro- 
péenne, cette maladie a suscité un nombre considérable de travaux ; 
plusieurs types de micro-organismes ont été isolés, des Bactéries (Fischer- 
Piette, Heim, Lami [1]), des Champignons et des Protozoaires. Il semble 
bien que la question soit actuellement tranchée et que le parasite 


(1) Fiscuer-Pierre et Herm, C. R. Acad. Sci,, 1932, 495, 1420. 
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responsable soit Labyrinthula, Protozoaire intracellulaire, avec lequel 
Vinfestation expérimentale a pu étre réalisée. 

Par contre, la maladie qui s’attaque aux champs de Laminaires n’a 
pas, 4 notre connaissance, suscité encore de recherches. C’est, en effet, 
dans un tout autre but que Billet, en 1888 (2), laissant des Laminaires 
macérer dans une cuve d’eau de mer, constata la formation, en surface, 
d’un voile microbien dont il isola deux espéces de germes qu’il décrivit 
avec leur cycle évolutif. Il ne s’agit évidemment que d’une microflore 
banale en rapport avec l’altération progressive des tissus de l’algue. 

Dans le but d’élucider lorigine de cette « maladie des Laminaires » 
et de rechercher si elle ne serait pas, comme la « maladie des Zostéres », 
d’étiologie microbienne, nous avons prélevé, sur la céte francaise de 
l’Atlantique, des échantillons de Laminaria cloustoni qui nous parais- 
saient atteints et qui présentaient des altérations encore localisées 


(petites ulcérations perforantes ou non) au niveau de la fronde. Des 


fragments de régions ulcérées et non ulcérées ont été préparés pour 
examen histologique et bactériologique. 

Technique. — 1° Fixation dans le liquide de Bouin ; inclusion & la 
paraffine ; coupe au 1/200 mm. ; coloration, soit par la thionine phé- 
niquée différenciée 4 l’alcool-essence de girofle, soit par 1’hématoxyline 
ferrique régressive-pyronine-vert de méthyle, soit par le Gram-éosine. 
Ces trois méthodes donnent des coupes trés différenciées et faciles a 
lire. 

2° Des frottis bactériens ont été faits au niveau des ulcérations et 
colorés par le Gram-fuchsine. 

3° Des cultures ont été réalisées & partir de prélévements de lésions 
ulcérées : milieux hypersalés, gélosés ou non, additionnés ou non de 


cellulose ou d’extrait aqueux de Laminaire. Etant donné le caractére 


négatif des résultats obtenus par cette méthode, il nous semble inutile 
de donner le détail de préparation de ces milieux. 

Ezamens histopathologiques. — Ce sont eux qui nous ont fourni les 
résultats les plus intéressants. A l’examen des coupes, notre attention 
a été attirée d’emblée par des altérations de l’appareil mucigéne. On sait, 
en effet, depuis les travaux de Guignard (3) en 1892, qu’il existe chez 
les Laminaires de véritables glandes mucigénes, situées dans la pro- 
fondeur du parenchyme de la fronde et du stipe (suivant les espéces) 
formées de petites cellules spéciales groupées en amas répartis dans 
un systéme lacunaire ; ce systeme lacunaire est sans parois propres, 
entre les cellules du parenchyme ; il forme un réseau paralléle a la 
surface de la lame ; de place en place, s’en échappent perpendiculaire- 
ment de véritables tubes excréteurs (sans paroi propre également) 
qui vont jusqu’é la surface de Ja lame, traversant la zone des cellules 
4 phéoplastes (voir fig. 1). Or, nous avons constaté, dans ce systéme 
lacunaire, un nombre plus ou moins considérable de bactéries. Tantét 
celles-ci tapissent de facon discréte la paroi des cellules parenchy- 
mateuses bordantes, tantét elles forment de véritables amas, enrobés 
dans le mucus, surtout importants au niveau des tubes excréteurs. 

Ces bactéries sont-elles de simples saprophytes banaux proliférant 


(2) Buet, C. R. Acad., Sci., 1888, 106, 293 ; 107, 423 
(3) Gutenarp, Ann. Sci. Nat. Bot., 1892, 45, 1. 


Fic. 2. — Appareil mucigéne infecté. Deux cellules pariétales envahies; 
destruction des parois cellulaires bordantes. 


xi 
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Fic. 3. — Une cellule pariétale de l'appareil mucigéne envahie. 
Débris des cellules en lyse bactérienne dans la cavité mucigéne. 


> 


Fic. 4. — Fond d'une ulcération ayant atteint la zone médullaire. 
Envahissement bactérien des cellules criblées conductrices. 


En premier lieu, on constate assez souvent des cellules parenchy- 
mateuses en bordure du systéme lacunaire qui sont envahies par les 
bactéries ; leur protoplasme en parait littéralement bourré et l’on 
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dans le mucus, ou ont-elles un réle pathogéne ? En faveur de cette 
_ seconde hypothése, l’examen des coupes fournit deux arguments. 
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constate alors une rupture de la membrane cellulaire formant la paroi 
du systéme lacunaire ; parfois, c’est un groupe de cellules contigués 
qui sont ainsi contaminées, amorgant une lésion (fig. 2). 

En second lieu, on nole parfois, dans la lumiére méme du systeme 
lacunaire, des débris cellulaires en amas plus ou moins importants, 
complétement recouverts de bactéries ; il s’agit d’un stade plus avancé 
de la lésion : les cellules contaminées, que nous avons décrites plus 
haut, se détachent et se vident ; leur désintégration compléle se pour- 
suit dans les cavités lacunaires. Etant donné l’extréme étendue du 
réseau anatomique, ces débris cellulaires contaminés peuvent étre une 
cause d’essaimage de 1’infection (voir fig. 3.). 

Passant 4 l’examen des ulcérations, nous avons constaté que, aprés 
disparition des cellules superficielles et des couches externes de cellules 
a phéoplastes, les cellules parenchymateuses mises 4 nu en voie de 
désintégration, sont le siége d’une pullulation bactérienne intense ; 
lorsque l’ulcération atteint en profondeur la région médullaire, les 
cellules allongées qui la constituent sont également infectées avant 
leur élimination (fig. 4). Or, on sait le rdle que jouent ces cellules 
(cellules criblées) dans la circulation ; ce sont essentiellement des 
cellules conductrices. Ici apparatt également le rédle de ces éléments 
dans |’extension, A distance, de Vinfection. I] ne parait pas, cependant, 
que la microflore infectant les tissus ulcérés ait la méme importance 
et la méme signification que celle du systéme lacunaire. C’est tout au 
moins ce que laisse penser l’examen des frottis bactériens. 

Examen des frottis bactériens. — En effet, les prélévements faits au 
milieu des ulcérations mettent en évidence une microflore extrémement 
variée contenant a la fois des Bactéries (se colorant et ne se colorant 
pas par la méthode de Gram), de types trés divers et des Champignons. 
Il s’agit évidemment d’une microflore de surinfection au niveau du 
parenchyme mis a nu. 

Cultures. — D/ailleurs, les cultures réalisées avec des produits de 
grattage des ulcéralions ont permis d’isoler des espéces trés diverses et 
dont il est pratiquement impossible de déterminer le rdle pathogéne. 

De l’ensemble des constatations rapportées dans ce travail, il ressort 
que deux aspects de lésions peuvent étre décrits chez les Laminaires 
observées : des lésions profondes, a l’origine desquelles est 1l’infection 
du systéme lacunaire mucigéne ; des lésions ulcératives perforantes. Si 
Vorigine bactérienne des premitres est démontrée, il n’en est pas de 
méme des secondes: il s’agit de « lésions ouvertes », ot pullule une 
microflore variée. Ces derniéres sont-elles l’extension vers la surface 
des lésions profondes ou de simples ulcérations mécaniques secondaire- 
ment infectées (d’ou leur caractére nécrosant et perforant) ? La question 
reste non résolue, ainsi d’ailleurs que celle de la spécificité pathogdne 
des bactéries du systéme lacunaire mucigéne. 


(Institut Pasteur.) 
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RECHERCHES SUR LA MICROFLORE OLIGONITROPHILE 
DU SOL 


1. — NUTRITION AZOTEE MINERALE 


par J. KAUFMANN, J. POCHON et Y. T. TCHAN 


Beijerinck [4] remarqua dans le sol une catégorie de germes capables 
de proliférer dans des milieux pauvres en azote, germes qu’il définit 
ainsi : « Microbes qui, dans la libre concurrence avec les autres microbes, 
se développent dans un milieu nourricier ot l’on n’a pas introduit 
avec intention des composés azotés, mais d’ot l’on n’a pas non plus 
pris soin d’enlever les derniéres traces de ce composé. Ils ont la pro- 
priété de fixer, soit seuls, soit en symbiose avec d’autres germes, l’azote 
atmosphérique libre, afin de s’en servir comme nourriture. » 

Winogradsky [2] donna ensuite une définition moins affirmative 
concernant le pouvoir fixateur des oligonitrophiles : Ce seraient des 
bacilles ou des cocci dont le pouvoir fixateur, s’il existe, est rudimen- 
taire. Deux problémes essentiels se posent donc : ces germes possédent- 
ils, oui ou non, un pouvoir fixateur ? Si non, quelle est la quantilé 
d’azote combiné nécessaire 4 leur développement ? 

Au cours de nos recherches sur la flore microbienne du sol d’A. O. F. 


nous avons renconiré sur plaques de silico-gel au pyruvate de Na sans 


addition volontaire d’azote, des oligonitrophiles thermorésistants [3]. 
Ils avaient la propriété d’augmenter de 50 p. 100 la teneur en azote 
du milieu aprés culture dans les conditions ordinaires du laboratoire. 
Nous avons alors pensé 4 la présence d’un fixateur. 

' Poussant plus loin nos recherches, nous avons pu constater que par 
introduction d’air ayant barboté au préalable dans de l’acide sulfu- 
rique (donc dépourvu d’ammoniaque) dans les récipients de culture, 
ces germes ne font plus augmenter Ja teneur en azote du milieu. Ils 
sont donc. dépourvus de tout pouvoir fixateur d’azote libre, contraire- 
ment A ce que laisse supposer Beijerinck. 

Afin de préciser la nature et la quantité d’azote combiné retenu par 
l’acide sulfurique, nous avons fait les expériences suivantes : 

Une boite de Petri contenant 25 cm* d’eau acidulée est abandonnée 
dans le laboratoire. Aprés vingt-quatre heures, l’ammoniaque fixé est 
décelé par le réactif de Nessler puis dosé & l’aide du photométre de 
Meunier. Nous avons trouvé 25 y. Nous avons déterminé d’autre part 
l’ammoniague contenu dans l’atmosphére du laboratoire par barbotage 
d’un-certain volume d’air dans une solution d’eau acidifiée. Nous avons 
dosé 3 y par litre d’air. L’air de 1’étuve en contient une dose beaucoup 
plus élevée. De méme l1’eau bidistillée servant & nos dosages, sans 
précautions spéciales, peut contenir une quantité non négligeable de 


-Vordre de 0,10 y par cm’. 


Ces résultats nous ont conduits A la recherche d’un milieu de cul- 
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ture aussi pauvre que possible en azote afin d’apprécier la quantité 
minimum nécessaire au développement de ces germes. 

Aprés de nombreuses expériences, les meilleurs résultats sont 
obtenus sur milieux liquides en boites de Legroux. Chacune de celles- 
ci contient 25 cm* de milieu de Winogradsky [4] & pH : 7,3. Le car- 
bonate de calcium est remplacé par le chlorure de calcium qui évite la 
précipitation et facilite ainsi la lecture au photométre de la croissance 
des germes. Le glucose & la dose de 1 p. 100 constitue la source de car- 
bone. Si l’on utilise des sels trés purs, ce milieu, a la sortie de l’auto- 
clave, ne contient pratiquement plus d’azote combiné. Les boites sont 
immédiatement capuchonnées pour empécher toute entrée d’ammo- 
niaque. Entouré de toutes ces précautions, on obtient alors des milieux 
dans lesquels la prolifération des germes n’a lieu que par addition 
d’une trace d’azote combiné. 

Détails des techniques utilisées pour ces recherches : 

Milieu de Winogradsky modifié (comme indiqué ci-dessus). 

La source d’azote est fournie par le sulfate d’ammoniaque ou le 
nitrate de potasse. On utilise de l’eau distillée alcalinisée par NaOH et 
maintenue ‘A ]’ébullition pendant vingt minutes. La quantité de sulfate 
d’ammoniaque ajoutée correspond toujours 4 0,1 cm* de solution, sté- 
rilisée & l’ultra-violet pendant dix minutes. 

S’il s’agit de nitrate, la stérilisation se fait par l’autoclave sans pré- 
caution spéciale. Le témoin est constitué par une fiole dans laquelle 
on a ajouté 0,1 cm® d’eau ayant servi a faire les différentes dilutions 
de sulfate d’ammoniaque. Les souches utilisées ont été isolées soit de 
terre d’A. O. F., soit de terres niaraichéres de la région parisienne 
selon la méthode des grains de terre de Winogradsky sur plaque de 
silico-gel. On peut trés facilement obtenir une culture sur ces milieux 
de base sans addition d’azote, car les éléments constitutifs des grains 
de terre d’ensemencement en renferment suffisamment. Si l’on ajoule 
0,1 cm*® d’une solution de SO, (NH,), a 5 p. 100, la culture est plus 
rapide. Quelques passages sur milieu gélosé stérile permettent l’obten- 
tion de souches bactériologiquement pures. L’apport d’azote combiné 
se révéle inutile en raison de l’ammoniaque atmosphérique. Soit 
A, B, C, E, F les souches ainsi obtenues. La croissance des germes 
est appréciée dans le milieu liquide décrit plus haut par une mesure 
néphélométrique a l’électrophotométre. On acidifie le milieu contenu 
dans la cuve de l’appareil par III gouttes de HCl afin de dissoudre le 
précipité de phosphate pouvant fausser les résultats. Des essais compa- 
ratifs nous ont montré que la quantité d’acide ajouté n’influence 
pas d’une facon notable la densité optique de la solution A 
mesurer. 

Dans notre premiére série d’expériences, nous avons utilisé une 
échelle de concentrations en NH, de 0,1 y & 1 mg. pour 25 cm® de 
milieu de culture en passant par 0,2 y, 0,5 y, 1 y, 2 y, 5y, et 10 y, 

Les résultats sont exprimés par Je graphique 1. On remarque que 
le maximum de croissance est pratiquement atteint pour une concen- 
tration en NH, de 0,1 y, soit 4 y par litre. Ceci est valable pour toutes 
les souches que nous avons étudiées. Une autre expérience a été réa- 
lisée avec des dilutions beaucoup plus grandes : les concentrations de 
10 + sont utilisées. Nous avons établi le graphique II en utilisant la 


fae Pionod: [5], ‘¢’ feat: \ dire le maximum e croissance en 
on ~ de la concentration en S07 -@H)),... Par. extrapolation des 
courbes, nous arrivons a déterminer apbroximativement la dose limite 
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de NH, ou la croissance bactérienne devient impossible. Cette dose est 
de Vordre de 10—* y (en NH,) ou 0,004 y par litre. 

4 Avec la méme technique nous avons essayé d’autres sources d’azote 
‘ telle que NO,K, mais celle-ci a dt étre abandonnée par suite de son 
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‘  instabilité chimique. Avec le NO,K nous avons établi le graphique III. 
Nous remarquons que la dose limite se trouve dans les environs de 
50 y, soit 0,002 g. par litre. ; : 

. " Cette dose, quoique 10° fois supérieure (mesurée en azote) & celle — 
du sulfate d’ammonium, est encore trés faible si on la compare aux 
ag taux habituels des milieux de culture. 

ek De nos résultats on peut conclure que les oligonitrophiles méritent 
ae bien leur nom, car une dose aussi minime que 0,004 y d’ammoniaque 
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Z yy par litre est déja capable d’assurer leur prolifération. On congoit que _ 
=> de grandes précautions soient & prendre pour éliminer les derniéres 
$ traces d’ammoniaque du milieu de culture qui améneraient des causes 


d’erreurs dans ]’interprétation des résultats d’expérience. En effet, aux 
concentrations de 10-* y, on ne peut plus déceler la présence d’ammo- 
c niaque par les réactifs chimiques (réactifs de Nessler par exemple) et 
pate l’on pourrait croire avoir réalisé un milieu exempt de toute trace 
. d’ammoniaque. Si, dans ces conditions, la culture était positive, il 
serait naturel de conclure A la présence d’un fixateur, surtout si l’on 
; n’avait pas pris soin d’éliminer l’ammoniaque atmosphérique du labo- 
a ratoire. En effet, ces germes transforment l’ammoniaque en azole 
j organique. Les dosages avant et aprés expérience accuseraient donc une 
augmentation de la teneur en azote du milieu. Ainsi se trouvent expli- 


SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 87 oe 
2 


quées l’erreur de définition de Beijerinck et les réticences de Wino- ‘ 
gradsky. 5 
Le réle des oligonitrophiles dans la nature n’est certainement pas 
négligeable. Ils fixent les taux d’ammoniaque libre provenant soit 
d’ammonification, soit de dénitrification. Leur action est tras rapide et Bi 
peut suppléer aux nitrificateurs, dont l’action est trés lente. Le fait a 
est important pour les terres tropicales. La température et l’humidité 
y sont telles qu’il y aurait une perte d’ammoniaque provenant de 
V’ammonification si les oligonitrophiles n’étaient pas 1A pour le fixer. 
Enfin on comprend mieux maintenant que ces germes soient trés 
souvent associés aux Azotobacter qui dégagent des traces d’ammoniaque 
au cours de leur croissance. 
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ESSAIS D'INTERPRETATION 
DE LA COLORATION BIPOLAIRE 
CHEZ QUELQUES BACTERIES PATHOGENES 
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La plupart des auteurs pensent actuellement que la coloration bipo- 
laire des bactéries est due & une condensation protoplasmique. Knaysi 
-(1, 2) admet, pour B. cereus, que ces corps chromatiques, colorables 
par le Giemsa, sont formés de protéo-lipoides, peut-étre condensés 
avec d’autres molécules, constituant une matiére de réserve. Robinow 
(3) aprés une hydrolyse acide, Tulasne et Vendrely (4) aprés hydrolyse 
enzymatique, ont pu mettre en évidence la présence d’un appareil 
nucléaire colorable par le Giemsa, chez des microbes, sans grains chro- 
matiques visibles par les méthodes habituelles. I] n’existe pas encore, 
A notre connaissance, de travaux effectués avec cette technique sur les 
germes a coloration bipolaire. 

Or, aprés coloration au Giemsa d’un frottis de poumon pesteux, 
nous avons remarqué la présence, dans le protoplasme des leucocytes, 


(1) Knayst, Proceed. Roy. Soc., 1942, 430, 299. 

(2) Knaysi, in M. Duos, The bacterial cell., 1946. 

(3) Rosinow, Science, 1945, 102, 424; Bact. Rev., 1948, 12, 19. 

(4) Tutasne et VenpRELy, C, R. Soc. Biol., 1947, 444, 411; C. R. Acad. 
Sci., 1945, 224, 648 et 1946, 223, 223. 
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de grains chromatiques azurophiles, disposés- en paires, a cote des 
bacilles typiquement bipolaires. La régularité des grains et la distance 
qui sépare les grains entre eux nous ont fait penser a la présence pos- 
sible d’un résidu nucléaire que les leucocytes n’auraient pas encore 
complétement digéré, plutét qu’a des grains azurophiles normaux. 
Le phénoméne, comme celui signalé par P. Boquet et Lehoult (5) avec 
certains venins de serpent aurait une certaine analogie avec l’hydrolyse 
enzymatique par la ribonucléase. 

Pour vérifier cette hyothése, nous avons procédé 4 une étude systé- 
matique de quelques bacilles typiquement bipolaires. Nos expériences 
portent sur Pasteurella pestis, Past. avipestica, Past. pseudo-tubercu- 
losis et Pfeifferella whitmori. 

En partant d’une culture trés jeune de ces germes, nous étant assurés 

de leur morphologie bipolaire par une coloration au Giemsa, nous 
l’étalons d’une facon homogéne sur la surface d’une plaque de gélose 
nutritive. L’incubation se fait 4 87° C sauf pour P. pestis qui est cultivé 
a 34°C. Aprés deux, quatre, six, huit et seize heures d’incubation, on 
détache un petit carré de gélose ; on impressionne une lame en appli- 
quant la face ou il y a la culture sur la surface propre de celle-ci. On 
enléve brusquement le morceau de gélose et on fixe immédiatement a 
Vacide osmique. L’hydrolyse est réalisée suivant la technique de 
Robinow au bain-marie 4 60° pendant dix minutes dans l’acide chlor- 
hydrique A N/1. La coloration est celle de Giemsa. Le témoin est cons- 
titué par une préparation non hydrolysée. 
- Toutes nos souches sont typiquement bipolaires dans les conditions 
de nos opérations, sauf P. pseudotuberculosis qui a montré parfois 
des formes filamenteuses. Les préparations hydrolysées différent peu 
des témoins, cependant l’image chromatique est plus nette et plus 
facile 4 interpréter. Les corps chromatiques sont de couleur violine et 
le protoplasma légérement rose. 

Nous allons décrire l’évolution cytologique de P. pestis comme type 


de ces germes. 


Au bout de deux A quatre heures de culture, en partant d’un bacille 
possédant 2 grains chromatiques, si on peut les appeler ainsi, 4 chaque 
extrémité de la cellule, on note d’abord une tendance & la fusion 
des grains chromatiques. Les 2 grains sont reliés entre eux par un fila- 
ment donnant une image en haltére (schéma I, a, b). Puis il se forme 
4 grains chromatiques plus ou moins liés par des filaments, ou bien, 
nettement séparés en forme de dés (schéma I, cl, c2). Une orientation 
ultérieure les aligne sur l’axe longitudinal de la cellule (schéma I, 4), 
tout en restant liés entre eux par un cordon plus ou moins visible. 
La cellule s’allonge et une paire d’haltéres se forme qui sont cependant 
liées par un filament trés fin (schéma I, e, f). Un étranglement et une 
séparation des corps cellulaires donnent alors deux cellules filles. 
Chacune posséde une haltére qui se coupe et les deux grains qui en 
résultent se dirigent vers chaque pdle de la cellule en donnant nais- 
sance 4 une cellule bipolaire (schéma I, g, h). 

Chez les autres espéces 1’évolution cytologique est plus simple et 
légerement différente. Chez Pf. whilmori les stades Cl ou C2 man- 


(5) P. Boouer et Y. Lenourr, ces Annales, 1948, 74, 339, 
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_ constater la présence de cellules géantes avec grains chromatiques nom- eae ae 
breux. Le cas a déja été signalé chez les Azotobacter (6). ‘3 
- Il semble, d’aprés nos observations, que la coloration bipolaire corres- 
ponde en réalité 4 la présence de corps chromatiques dans les cellules. 
Il est possible que ces grains chromatiques contiennent les matiéres 
lipoidiques de réserve, décrites par certains auteurs. Cependant 1’évo- 
lution de ceux-ci au cours de la division nous fait penser A un appa- Aa ie 
reil nucléaire. D’ailleurs il serait parfaitement possible de trouver des 

_matiéres de réserve autour de grains chromatiques, difficilement disso- 
ciables optiquement, étant donné la petitesse de la cellule. Néanmoins, “a aie 
ceci ne doit pas masquer le réle principal de ces formations, réle que Pies. 
nous pensons étre surtout important dans la division cellulaire. eee 


(Unstitut Pasteur.) 4 ‘ie 
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(6) J. Pocnon, Y. T. Touan et Wane, ces Annales, 1948, 74, 182. 


ae he 


90 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


RECHERCHES SUR LE POUVOIR TUBERCULOSTATIQUE 
DES HUILES DE FOIE DE MORUE 
ET DE CHAULMOOGRA 
IODEES ET SOLUBILISEES DANS L’EAU 


par J. SOLOMIDES. 


Nous avons montré précédemment que grace a certains solvants orga- 
niques solubles dans l’eau, tels que l’émulsov 0 ou le tween 80, on peut 
solubiliser dans l’eau des huiles préalablement iodées (1). Nous avons 
mis & profit cette propriété des huiles iodées pour étudier le pouvoir 
tuberculostatique de deux d’entre elles, l’huile de foie de morue et 
Vhuile de chaulmoogra. Nous avons entrepris cette étude par la méthode 
de culture en profondeur en employant, soit le milieu de Sauton et 
une souche de bacilles tuberculeux spécialement entrainés 4 pousser en 
profondeur de fagon homogéne (souche d’Arloing-Courmont), soit le 
milieu de Dubos et une souche de bacille tuberculeux virulent du type 
humain. Voici les résultats que nous avons obtenus. 

a) Huile de foie de morue. — Nous avons opéré avec des solutions 
contenant 1/30 ou 1/50 d’huile et dix fois plus de solvant, émulsov 0 
ou tween 80. Aprés dilution de ces deux solutions dans des tubes conte- 
nant 9 cm® de milieu de Sauton, nous ensemen¢gons avec 0,1 cm® de 
culture de bacille d’Arloing-Courmont Agée de sept jours et préalable- 
ment diluée 4 1/50 dans du milieu de Sauton. Si le titrage est fait en 
milieu de Sauton additionné de 1/30 de sérum de cheval, nous ense- 
mencgons avec 0,1 de la méme culture préalablement diluée & 1/5.000, 
de fagon a avoir un développement microbien dans les mémes délais 
que dans le cas ot le milieu de Sauton ne contient pas de sérum. Dans 
ces conditions, le développement de ce germe est déja abondant dés le 
cinquiéme -ou le sixiéme jour et nous enregistrons les résultats des 
titrages le septiéme jour. Dans le milieu de Sauton sans sérum le déve- 
loppement de cette souche de bacilles tuberculeux se fait sous forme 
d’un trouble absolument homogéne dans toute la masse du milieu de 
culture alors qu’en présence de sérum, le développement est tout A fait 
granulaire et se fait au fond des tubes contenant le milieu de culture. 

Dans les conditions de nos expériences, l’effet tuberculostatique est 
obtenu a des taux de dilution de l’ordre de 1/50.000 d’huile de foie 
de morue et de 1/5.000 de solvant, émulsov ou tween 80. Des titrages 
témoins effectués dans les mémes conditions montrent que l’effet 
bactériostatique dQ aux deux solvants employés est obtenu 4 des dilu- 
tions notablement plus faibles : 1/1.500 d’émulsov 0 et 1/500 de 
tween 80. A noter que les résultats ainsi obtenus ne sont pas influencés 
par la présence de sérum a 1/30 dans le milieu de culture. 


(1) J. Soromipis, ces Annales, 1948, 74, 331. 
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_ En milieu de Dubos, nous avons ensemencé avec 0,01 mg. de bacilles 


tuberculeux et enregistré les résultats des titrages aprés deux semaines 
d’étuve. On constate, dans ces conditions, que la tuberculostase est 
obtenue a des dilutions de 1/30.000 d’huile de foie de morue et de 
1/3.000 d’émulsov ou de tween. D’autre part, des titrages témoins 
effectués dans les mémes conditions montrent que le bacille tuber- 


- culeux est inhibé en milieu de Dubos a des dilutions de 1/1.000 d’émul- 


sov et de’ 1/100 de tween 80. 

b) Huile de chaulmoogra. — Comme dans le cas précédent, nous 
avons préparé des solutions contenant 1/30 ou 1/50 d’huile de chaul- 
moogra iodée et 1/3 ou 1/5 d’émulsov 0 ou de tween 80. Nous les avons 


titrées exactement dans les mémes conditions et en employant la méme | 


technique que précédemment, d’une part en milieu de Sauton et avec 
la culture homogéne d’Arloing-Courmont et, d’autre part, en milieu 


- de Dubos ensemencé avec une souche humaine typique. Les résultats 


obtenus peuvent se résumer dans le tableau suivant : 


SS SE SE SS A ESSN SE SS SEL SAS AE SESS MS SAREE SEI ESSE SEA EOI 


DILUTION DILUTION 
bactériostatique correspondante 
@huile de solvant 
de chaulmoogra (émulsov ou twen) 
MilicuadesSautoncaa asec = oye 1/100 000 1/10 000 
Milieu de Sauton additionné de sérum 
aE Un Ree ow die Ok fot Sr ace tate aaa 1/50 000 1/5 000 
BLEW GeSD IOS: +r ereceas 3s GA 1/50 000 1/5 000 


Comme on le voit, le pouvoir tuberculostatique de l’huile de chaul- 

moogra est partiellement neutralisé par le sérum de cheval. D’autre 
part, comme pour l’huile de foie de morue, les dilutions de solvant, 
émulsov ou tween, correspondant aux taux tuberculostatiques de 
l’huile de chaulmoogra dépassent largement les dilutions tuberculo- 
statiques de ces deux solvants, telles que nous les avons déja fixées un 
peu plus haut. 
“Conclusions et discussion. — Les résultats des titrages des solutions 
d’huiles de foie de morue et de chaulmoogra ne peuvent étre attribués 
aux solvants, émulsov ou tween 80, dont le pouvoir tuberculostatique 
est relativement faible, et, en tout cas, notablement inférieur 4 celui 
trouvé lorsque ces solvants se trouvent en solution avec les huiles. 
D’autre part, les résultats restent & peu prés les mémes, qu’il s’agisse 
de solutions obtenues a 1’aide de 1’émulsov 0 ou du tween 80, corps 
doués de pouvoirs tuberculostatiques trés différents. On est donc obligé 
d’admettre que l’effet bactériostatique observé, dans nos expériences, 
est surtout di aux huiles iodées. 

Il ressort aussi que dans les conditions de nos expériences la souche 
d’Arloing-Courmont, formée partiellement de bacilles non acido-résis- 
tants ou bacilles nus est beaucoup plus sensible a l’action des huiles 
et de leurs solvants que le bacille tuberculeux typique ainsi que le 
montre le schéma suivant : 


; Py > anes be ant 
~—< Pre ge yh 
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DILUTIONS BACTERIOSTATIQUES 


Huile de foie Huile 


Emulsov 0 Twen 80 
de morue de chaulmoogra 


Se 
— 
a 


Souche homogéne 
d’Arloing-Courmont 


enmilieudeSauton.| 1/50 000 4/100 000 4/1500 4/500 
Souche tuberculeuse 

humaine typique en 

milieu de Dubos. .| 41/30 000 1/50 000 4/1000 4/106 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Recherches sur la Tuberculose.) 


ESSAIS DE TRAITEMENT PAR LA STREPTOMYCINE 
DE L'INFECTION MURINE 
DUE AU BACILLE DE STEFANSKY 
par R. CHAUSSINAND, C. PARIS et 0. CROUGUE. 


Aprés les travaux de Feldmann et Hinshaw qui furent les premiers 
a mettre en évidence le pouvoir antibiotique de la streptomycine sur 
le bacille de Koch — travaux vérifiés et poursuivis depuis par de nom- 
breux auteurs — il était intéressant d’étudier l’action éventuelle de 
la streptomycine sur le bacille de Stefansky, agent pathogéne de nature 
proche du bacille tuberculeux. 


I, AcTIoN « IN VITRO » DE LA STREPTOMYCINE SUR LE BACILLE DE STE- 
FANSKY. — Le bacille de Stefansky s’étant montré réfractaire 4 tous les 
essais de culture entrepris jusqu’d présent, nous n’avons pu. rechercher 
Vaction de la streptomycine in vitro que sur des émulsions de bacilles 
provenant de lésions de rats. Une action antibiotique éventuelle pou- 
vait se révéler par des modifications de l’aspect morphologique ou de 
Vaffinité tinctoriale du bacille et par l’absence ou le retard de 1’infec- 
tion dans les inoculations expérimentales. 

La lésion d’inoculation, non ulcérée, d’un rat de passage, infecté 
quatre mois auparavant, est prélevée et broyée aseptiquement dans de 
l’eau physiologique stérilisée. On élimine pratiquement tous les débris 
tissulaires du broyat par deux centrifugations A faible vitesse et on 
prépare une émulsion bacillaire ayant un index optique de 170 au 
photométre de Vernes (1). 

Dans des ballons stérilisés contenant des billes de verre, on ajoute 
_ 2 10 cm® de cette émulsion bacillaire des doses croissantes de strep- 

tomycine (200, 400, 500, 1.000, 2.000, 6.000, 8.000 et 16.000 U. S. par 


(1) Ce degré photométrique de 170 a été choisi pour éviter 4 V’animal 


une inoculation trop massive et pour obtenir une infection certaine, toujours 
semblable, mais 4 évolution lente. 
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centimétre cube). Ces ballons, laissés 4 la température du laboratoire, 
a l’abri de la lumiére, sont agités de temps en temps pour remettre les 
bacilles en suspension Des ballons témoins contenant 10 cm’ d’émulsion 
bacillaire sans addition de streptomycine sont conservés dans les mémés 
conditions. > : 

Au bout de six heures, vingt-quatre heures et quatre jours, nous 
n’avons observé, aprés coloration au Ziehl, aucune différence appré- 
ciable entre les bacilles. restés en contact avec les diverses concentra- 
tions de streptomycine et les bacilles de 1’émulsion témoin. 

Nous avons également inoculé, aprés six heures, vingt-quatre heures 
et quatre jours, un total de 110 rats avec les diverses émulsions bacil- 
laires laissées en contact avec la streptomycine. Pour éliminer une 
action éventuelle in vivo de l’antibiotique, nous avons préalablement 
centrifugé ces émulsions 4 5.000 tours pendant vingt minutes et rem- 
placé le liquide surnageant par une quantité égale d’eau physiologique. 
~ Les animaux ont été inoculés 4 la dose de 0,5 cm’ en injection sous- 
cutanée au niveau de l’aine droite. 30 rats ont été infectés aux mémes 
dates avec une dose identique d’émulsion bacillaire témoin. 


Les rats ont été sacrifiés entre le deuxiéme et le neuvitme mois aprés| 


lVinoculation. Tous les animaux inoculés avec les émulsions bacil- 
laires laissées en contact de six heures 4 quatre jours avec des doses 
de streptomycine variant de 200 a4 16.000 U. S. par centimétre cube 
ont présenté une évolution de ]’infection identique a celle des témoins. 
L’apparition de la lésion au point d’inoculation s’est produite vers le 
troisiéme mois. L’extension aux ganglions lymphatiques satellites et 
la généralisation de l’infection ont été lentes a se faire en raison de la 
faible dose de bhbacilles injectés. Néanmoins, on a pu retrouver des 


bacilles acido-résistants dans le foie et la rate chez un certain nombre ~ 


d’animaux autopsiés 4 partir du cinquiéme mois. 


IJ. AcTION « IN VIVO » DE LA STREPTOMYCINE SUR LE BACILLE DE STE- 
FANSKyY. — Bien que 1|’expérimentation in vitro se soit révélée décevante, 


nous avons voulu rechercher si l’emploi de la streptomycine in vivo 


donnait de meilleurs résultats. 

1° Essai de traitement tardif, — 45 rats sont infectés dans 1’aine 
droite par une injection sous-cutanée de 0,5 cm* d’une émulsion bacil- 
laire (index optique de 170), préparée avec la lésion d’inoculation d’un 
rat de passage. 30 rats sont traités 4 la streptomycine et 15 sont gardés 
comme témoins. Les traitements ont été commencés deux mois et demi 
aprés le début de l’infection, c’est-a-dire 4 un moment ot 1’infiltration 
formée au point d’inoculation était déja palpable. Les 30 rats, répartis 
en trois groupes de 10, ont recu, pendant deux mois, respectivement 
4.000, 6.000 et 8.000 U. S. par vingt-quatre heures, en injections sous- 
cutanées biquotidiennes. 

Les rats sacrifiés deux 4 sept mois aprés le début du traitement, ont 
tous présenté des lésions semblables 4 celles des témoins. Comme dans 
Vexpérience précédente, la généralisation de l’infection a été tardive 
a cause de la faible dose d’inoculation. Des lésions du foie et de la rate 
n’ont pu étre observées que chez les derniérs animaux autopsiés. 

2° Essai de traitement précoce. — L/’intervention tardive s’étant 
montrée inopérante, nous avons tenté de traiter des rats deux jours 
aprés l’inoculation. 
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70 rats sont inoculés dans les conditions précédemment décrites : 
20 rats sont pris comme témoins ; 50 rats, répartis en 5 groupes de 10, 
sont traités respectivement aux doses de 1.000, 4.000, 6.000, 8.000 et 
16.000 U. S. par vingt-quatre heures en injections sous-cutanées biquo- 
tidiennes. L’expérimentation a été poursuivie pendant deux mois. 

Les animaux traités, sacrifiés entre le deuxiéme et le cinquitme mois 
aprés l’inoculation, n’ont présenté, au point de vue des lésions, 
aucune différence avec les témoins. Des bacilles acido-résistants n’ont 
pu étre décelés au niveau du fote et de la rate que dans les toutes 
derniéres autopsies. > 

Parallélement, nous avons essayé de mettre en évidence l’action de 
la streptomycine sur le bacille de Stefansky chez la souris, qui se 
montre moins sensible que le rat & l’inoculation de ce germe. 

60 souris, dont 20 témoins, sont infectées par une injection sous- 
cutanée de 0,3 cm® de l’émulsion bacillaire ayant servi A l’expérience 
précédente. Le traitement est commencé quarante-huit heures aprés 
Vinoculation. 40 souris ont ainsi regu, pendant deux mois, 1.000 U. 5. 
par vingt-quatre heures en injections sous-cutanées biquotidiennes. 

Les autopsies, pratiquées entre le deuxiéme et le cinquiéme mois 
aprés l’inoculation, ont montré des lésions semblables chez les témoins 
et les animaux traités. L’extension de l’infection au foie et A la rate 
n’a pu étre constatée qu’exceptionnellement, ce qui s’explique par la 
courte durée d’observation et par la résistance naturelle relative de 
la souris au bacille de Stefansky. 


Conciusion. — La recherche du pouvoir antibiotique de la strepto- 
mycine sur le bacille de Stefansky s’est révélée décevante dans nos 
expériences, faites in vitro et in vivo avec des doses de streptomycine . 
allant de 200 & 16.000 U. S. Bien que l’absence de culture sur milieux 
artificiels ne nous ait pas permis de rechercher une action bactériosta- 
lique éventuelle de la streptomycine, les résultats négatifs observés 
sur 190 rats et 40 souris semblent indiquer que le bacille de Stefansky 
peut étre classé parmi les agents pathogenes insensibles a l’action de 
cet antibiotique. 


(Unstitut Pasteur. Service de la Lépre.) 


DETECTION, EN CULTURE PRIMITIVE, 
DE LA FORMATION DE PENICILLINASE 


par Pamera M. WATERWORTH (4) 
(Présenté par B. SUREAU) 


La méthode de la « cup » en gélose, pour doser la sensibilité des 
germes 4 la pénicilline dans une culture primitive provenant d’un 


(1) Ces recherches ont été effectuées sous la direction du professeur 
L. P. Garrod. Nous le prions de trouver ici l'expression de notre vive gra- 
titude. 
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milieu pathologique, offre plusieurs avantages. Elle consiste simple- 
ment a enlever de petits disques de gélose dans un milieu coulé en 
boites de Petri, avec un emporte-piéce stérile, A sceller la base des 
trous ainsi formés avec une goutte de gélose fondue, 4 ensemencer 
le milieu selon la technique habituelle et finalement 4 verser quelques 
gouties d’une solution de pénicilline dans les trous, ou « cups ». On 
utilise généralement, pour les recherches courantes, des concentrations 
de 1 et de 10 U. O. par centimétre cube. La pénicilline diffuse dans le 
milieu environnant et détermine des zones d’inhibition de la crois- 
sance, dont le diamétre dépend de la sensibilité du germe. Quelques- 
uns des résultats ainsi obtenus ont été reproduits par Garrod et Sureau 
(1946). La sensibilité approximative de tous les germes d’une culture 
apparait immédiatement ; il n’est pas rare, dans une culture mixte, 
d’observer qu’un germe est sensible et un autre résistant, ou tout au 
moins, moins sensible. Ce renseignement s’obtient par une simple 
culture, et en un seul jour, alors qu’il aurait nécessité avec d’autres 
méthodes utilisation de nombreux tubes et un délai d’au -moins 
trois jours. 

Etudiant cette méthode, utilisée d’une facon réguliére et continue 
au laboratoire depuis cinq ans, nous avons constaté que le diamétre 
des zones d’inhibition dépend non seulement de la concentration de 
la solution de pénicilline et de la sensibilité du germe, mais aussi du 
volume de Ja solution versée dans la « cup », de l’épaisseur de la 
gélose et de la densité de la culture, les zones étant plus étroites quand 
les colonies sont trés nombreuses. Si ces facteurs sont déterminés, la 
méthode est d’une remarquable exactitude, comme on pouvait d’ail- 
leurs s’y attendre, puisqu’elle ressemble étroitement Aa la méthode 
des cylindres utilisés pour doser la pénicilline. On peut l’adapter a 
l’étude de germes plus résistants en employant de plus fortes concen- 
trations de pénicilline, jusqu’a 5.000 U. O. par centimétre cube pour 
étudier la sensibilité du bacille coliforme. On peut également 1’appli- 
quer a la recherche de la sensibilité 4 la streptomycine ; dans ce cas, 
les concentrations les meilleures sont 1.000 et 100 unités (yg) par 
centimétre cube. 

Nous avons récemment observé que cette méthode peut apporter plus 
encore de renseignements, toujours avec une simplicité et une rapi- 
dité qu’on ne saurait attendre d’un autre moyen d’investigation ; elle 
est en fait capable d’indiquer si un germe résistant produit ou non 
de la pénicillinase. I] suffit pour cela d’étudier l’allure de la crois- 
sance en bordure de la zone d’inhibition. Le développement des 
souches trés sensibles, et de souches plus résistantes qui ne produisent 
pas de pénicillinase (par exemple, H. influenzae) s’accompagne de 
l’apparition d’une zone étroite dans laquelle les colonies deviennent 
de plus en plus petites en approchant de la zone d’inhibition totale. 
D’autre part, les colonies de Staphylococcus producteur de pénicil- 
linase atteignent leur taille maxima en bordure de la zone d’inhibi- 
tion : on ne reconnait pas l’indication d’une inhibition partielle de 
la croissance. Ce phénoméne peut facilement s’expliquer : en un point 
donné de la surface de la gélose, la concentration de pénicilline est 
ou n’est pas suffisante pour empécher complétement le développement 
du staphylocoque. Si elle est insuffisante, les colonies commengent 
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& se développer ; la production de pénicillinase entraine la destruction 
de la pénicilline dans le milieu environnant et permet alors une 
croissance optima. Les colonies qui se trouvent en bordure de la zone 
Winhibition deviennent plus importantes que celles du reste de la 
botte, car elles disposent d’éléments nutritifs- abondants, provenant 
de la zone voisine ow aucune colonie ne s’est développée. Il en résulte 
une délimitation irréguliére de la zone d’inhibition, rendant difficile 


Fic. 4. — Gélose innoculée avec une dilution au 41/25.000 dune culture de 
_4 heures en bouillon de staphylocoques. (La gélose est inondée, puis l’ense- 
mencement éliminé). Les ‘‘ cups ” contiennent des solutions de pénicilline & 4,40 
et 100 U.O. par centimetre cube. — Souche Oxford H de Staphylococcus aureus 
(normalement sensible). Les colonies en bordure de la zone d’inhibition 
sont petites. 


une mesure exacte. L’aspect d’une telle boite et celui d’une autre 
boite inoculée avec un staphylocoque sensible sont illustrés par les 
photos ci-jointes. 

Nous avons confirmé l’exactitude de notre interprétation sur de 
nombreuses souches de staphylocoques et diverses especes de germes 
Gram-négatifs. L’allure de la croissance en bordure de la zone d’inhi- 
bition dépend toujours de l’aptitude du germe a produire de la 
pénicillinase ; la croissance est conditionnée par la destruction de la 
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pénicilline, tant sur culture en bouillon que dans la méthode des 
cylindres (dont Grumbach et Boyer (1948) utilisent une modification 
pour titrer la pénicillinase). En présence de bacilles coliformes, la 
chose se complique du fait que leur capacité A former de la pénicil- 
linase présente de grosses variations quantitatives : certaines souches 
en produisent beaucoup, tandis que d’autres n’en produisent qu’une 
plus petite quantité. Les observations obtenues par cette méthode ont 
une grande valeur avec le staphylocoque. 


Le fait qu’une souche produise de la pénicillinase et qu’elle se rattache 


Fic. 2. — Méme disposition mais souche résistante, productrice de pénicillinase 
de Staphylococcus aureus. Les colonies en bordure de la zone d’inhibition ne 
sont pas diminuées de grosseur. 


aux variétés naturellement résistantes, étudiées en premier lieu par 
Spink et Ferris (1945-1947) a une grande importance sur la conduite 
du traitement. Les examens pratiqués par cette méthode sont en 
mesure de fournir des renseignements moins de vingt-quatre heures 
aprés le prélévement du germe. 


(Travail du laboratoire du professeur L. P. Garrop, 
St.Bartholomew’s Hospital, Londres.) 
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